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Dans un mémoire précédent [4], nous avons analysé, avec le 
systéme hbactéries donatrices Hfr H et bactéries réceptrices F-, 
les résultats des croisements entre bactéries lysogénes ou non 
lysogénes pour le bactériophage tempéré 2. Lorsque les bactéries 
réceptrices sont lysogenes, Vanalyse génélique des recombinants 
formés dans un croisement permet de localiser le prophage i 
sur le chromosome bactérien. Lorsque 'e prophage % est porté 
par les seules bactéries donatrices, son transfert, au cours de 
la conjugaison, a pour effet d@induire son développement dans 
les bactéries réceptrices et aboutit a la destruction des zygotes. 
Cette induction zygotique {2, 3] constitue done une expression 
précoce de la conjugaison, indépendante des processus qui, dans 
le zygote, aboutissent a la formation de recombinants génétiques. 
En admettant, comme il semble vraisemblable, que le transfert 
dun prophage inductible & une bactérie non immune a pour 
conséquence, dans immense majorité des cas, d’induire le déve- 
loppement de ce prophage, on peut, grace a induction zygotique, 
distinguer le transfert (un déterminant génétique au cours de 


(*) Manuscrit recu le 5 juillet 1958. 
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la conjugaison, de sa transmission éventuelle a un recombinant 
génétique. IL devient ainsi possible, en comparant les résultats 
de croisements ot’ Vinduction zygotique a lieu, avee ceux de 
croisements ott Pinduction zygolique ne se produit pas, d’évaluer 
la part respective des événements qui conduisent a la formation 
des zygotes et de ceux qui, dans les zygotes, conduisent a la 
formation de recombinants génétiques. 

L’analyse des croisements entre bactéries Ilfr H donatrices et 
bacléries F— réceptrices révéle l’existence, le long du segment 
génétique TL — Gal transmis a haute fréquence par les 
hactéries Hfr H d’une polarité telle que la fréquence de trans- 
mission d’un earactére génétique a un recombinant est dautant 
plus élevée que ce déterminant est situé plus prés des carac- 
teres TL. Les effets génétiques de Vinduction zygotique du pro- 
phage % semblent indiquer quwil s’agirait en réalité dune polarteé 
de transfert, un déterminant génétique particulier étant transféré 
des bactéries Hfr aux zygotes avec une fréquence d’autant plus 
erande qu il est situé plus pres des caractéres TL. 

I] était d’un intérét évident d’étendre cette analyse a des 
prophages autres que 4. Une série de bactériophages tempérés, 
actifs sur . coli K12, ont été isolés, et leurs propriétés sont 
décrites dans un mémoire antérieur |3}]. Pour chacun de ces pro- 
phages, des souches lysogénes, donalrices et réceptrices, ont été 
préparées. Certains de ces prophages sont inductibles par la 
lumiére ultraviolette. D’autres ne le sont pas. Au cours des croi- 
sements entre bactéries Hfr H lysogénes et bactéries F— non 
lysogenes, tous les prophages inductibles par la lumiére ultra- 
violette sont également induits au cours de la conjugaison, mais 
ils le sont a des degrés divers. [1 convenait done, d’une part, de 
déterminer la localisation génétique de ces divers prophages et, 
Wautre part, d’étudier les relations qui peuvent exister entre la 
localisation et le taux d’induction zygotique de ces prophages. 

C’est ce que nous nous proposons d’examiner dans le présent 
mémoire. Nous verrons ainsi que chacun des prophages induc- 
libles étudiés oce upe sur le chromosome hactérien un locus spécl- 
fique. On peut ainsi « jalonner » le chromosome bactérien par 
des prophages et obtenir, grace a l'étude de leur induction zygo- 
tique, des indications sur le processus de conjugaison, en parti- 
cuher sur la nature des segments chromosomiques transférés au 
cours de la conjugaison entre bactéries Hfr H et bactéries F-, 


MATERIEL ET METHODES 


Les souches de bactéries et de bactériophages, ainsi que les milieux 
et les techniques utilisés dans ce travail ont déja été décrits [4, 3]. 
1° Les souches d’E. coli Ki2 dérivant, soit de la souche Hfr H_ iso- 
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lée et décrite par Hayes [4], soit de la souche F— P678 dont les 
caractéres sont symbolisés de la manicre suivante : US Ve I Lee 
Gal,—Mal—Xyl—Mtl—Ara—B,—S"/,, (pouvoir de synthétiser la thréo- 
nine ,T, la leucine L, la thiamine B, ; utilisation du lactose Lac, du 
galactose Gal, du maltose Mal, du xylose Xyl, du mannitol Mtl, de 
larabinose Ara ; résistance (r) au nitrure de sodium Az, a la strepto- 
mycine S, aux bactériophages T, et 4). A partir de cette souche, divers 
mutants auxotrophes ont été isolés qui seront décrits ullérieurement. 

2° Les bactériophages tempérés, tant inductibles que non inductibles, 
sont décrits ailleurs [3]. On en trouvera une liste sur le tableau T. 
Rappelons que le caractére lysog¢ne ou non lysogéne d’une souche 
bactérienne est représenté par le symbole de cette souche suivi, entre 
parenthéses, du symbole du phage affecté du signe + ou —~ ; ainsi 
P678(21)+ est lysogene pour le phage 21. Lorsqu’une série de souches 
(réceptrices par exemple) lysogénes pour des phages différents sont 
toutes croisées avec une méme souche (donatrice par exemple) non 
lysogéne, le caractére non lysogéne de celle-ci est indiqué par le 
symbole (ly)—. Rappelons enfin que, dans tous les croisements entre 
bactéries lysogénes et non lysogénes, les bactéries réceptrices utilisées 
sont des mutants résistants au phage considéré, ce qui permet d’évi- 
ter les erreurs qui pourraient résulter d’une infection par ce bacté- 
riophage : exemple Hfr(21)+ x P678dy)—/21 ou Hfr(ly)— x P678(21) + /21. 

3° Les techniques des croisements, les méthodes de sélection et 
d’analyse des recombinants, les méthodes d’étude de l’induction zygo- 
tique ont déja été décrites [4, 3]. Rappelons que les croisements sont 
eénéralement réalisés en mélangeant en bouillon, 4 37°, des bac- 
léries Hfr H (2.107/ml1) 4 un exces de bactéries F— (4.108/ml1). On appel- 
lera comme par le passé taux dW induction zygoltique le rapport 
« nombre de centres infectieux/100 bactéries Hfr initiales », fréquence 
de recombinaison, pour une sélection donnée, le rapport « nombre 
de recombinants de ce type/l00 bactéries Hfr initiales » et constitu- 
tion génélique des recombinants obtenus dans une sélection donnée, 
la distribution, parmi 100 recombinants de ce type, des différents 
caractéres génétiques provenant du type parental Hfr. 

Quelques modifications ont été apportées aux techniques de croi- 
sement. Elles seront décrites dans la seconde partie de ce travail. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 


1. — Les crotsements Hir H x F— P678 
ET LA LOCALISATION GENETIQUE DES PROPHAGES INDUCTIBLES. 


Dans les croisements entre bactéries Hfr H non lysogénes et 
bactéries F— P678 lysogénes, l’analyse des recombinants géné- 
tiques formés, en particulier celle des recombinants T+L+S*, doit 
permettre de localiser ces prophages s‘ils sont situés sur le 
segment génétique transmis a haute fréquence par les bacté- 
ries Hfr H. Dans les croisements réciproques entre bactéries 
Hfr H lysogénes pour un phage inductible et bactéries F~ P678 
non lysogénes, Vinduction zygolique se produit, mais la mesure 
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des fréquences de recombinaison observées ainsi que [analyse 
de Ja constitution génétique des recombinants formés dotvent 
fournir des indications non seulement sur la localisation de ces 
prophages, mais aussi sur la nature des segments génétiques 
transférés au cours de la conjugaison (4). 


A. Les CROISEMENTS ENTRE BACTERIES Hfr IL.NoN LYSOGENES ET 
BactéRIES F— P678 LysoczNes. -— Une série de croisements ont 
élé réalisés, dans les conditions habituelles, entre des bactéries 
de la souche Hfr H non lysogéne et différentes souches récep- 
trices lysogénes, chacune de ces souches étant lysogéne pour 
un des phages tempérés étudiés. Dans chacun de ces croise- 
ments, on évalue, dune part, Ja fréquence des recombinants 
T+L+S™ et Gal+S* et l’on détermine, d’autre part, la proportion 
de chacun de ces types de recombinants quia hérité du caractére 
non lysogene des bactéries Hfr I donatrices. 

Les résultats de tels croisements metlant en ceuvre sept souches 
lysogenes pour des phages inductibles et sept souches lysogénes 
pour des phages non inductib’es sont rapportés sur le tableau I. 


Tantexc I. — La localisation de divers prophages par des croisements 
entre bactéries HfrHSs non lysogénes et bactéries F—P678Sr 


lysogénes. 
! Fréquence (en 4) H Prophages | Fréquence (en %) 
Prophages H du caractére (ly)7 i non H du caractére (ly)7~ 
1 " ' 
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Les croisements sont réalisés dans les conditions habituelles [41 (2.107  bac- 

téries Hfr H et 4.108 bactéries F—, agitation a 37°, étalement aprés une heure). 

Les chiffres indiqués représentent la fréquence (en p. 100) avec laquelle se retrouve 

le caractére non lysogéne du type parental Hfr H parmi les 200 recombinants de 
chaque type (T+L+8" et Gal+Sr) analysés. 


Les fréquences de recombinaison observées et la constitution 
génétique des recombinants formés sont les mémes (sauf en ce 
qu) concerne le caractére lysogéne) que dans un croisement 
Hfr H(ly)— x F— P678(y)-. 

L’analyse des recombinants T+L+S* montre que, dans le cas 
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des prophages inductibles, une certaine proportion de ces recom- 
binants a hérité du caractére non lysogéne (ly)— des bactéries 
Hfr H donatrices. Cette proportion varie cependant selon la 
souche lysogéne considéré. Pour certains prophages te!s que S82 
et 434, le caractére (lvy)— du type parental Hfr H est hérité par 
une fraction non négligeable des recombinants T+L+S", ce qui 
permet de localiser ces prophages sur le segments — TL — Gal 
et, comme 4, au-dela de Gal,. Pour d’autres prophages, la {ré- 
quence de transmission du caractére (ly)— du parent Hfr H aux 
200 recombinants T+L+S" analysés dans chaque croisement est 
trop faible pour permettre de localiser ces prophages avee 
précision. 

Dans les croisements mettant en cuvre des bactéries I'— lyso- 
génes pour des prophages non inductibles, au contraire, le carac- 
tére (ly)— du type parental Hfr Tf n’est jamais transmis aux 
recombinants T+L+S’. 

L’analyse des recombinants Gal+S" confirme ces résultats. On 
voit que certains prophages inductibles sont étroitement li¢és au 
caractéere Gal, alors que d’autres le sont beaucoup moins. On 
peut ainsi dresser une carte de la partie distale du segment 

TL — Gal en placant sur ce segment, et au-dela de Gal, 
par rapport a TL, les différents prophages inductibles dans I’ ordre 
de leur liaison apparente au caractére Gal, (fig. 1). Quant aux 


T LAzT, LacTg Gal 6243438! 21 424 466 


Fic. 1. — Ordre des prophages inductibles sur le groupe de liaison des 
bactéries Hfr H 


prophages non inductibles, le déterminant (ly)~ correspondant 
nest pas transmis a haute fréquence aux recombinants Gal+S* 
Hs sont done vraisemblablement situés sur le segment chromo- 
somique des hactéries Hfr H qui porte les déterminants géné- 
tiques transmis a basse fréquence par ces hactéries. 


B. Les CROISEMENTS ENTRE BACTERIES Hfr H LysoGENnes ET BACTE- 
ries F— P678 Non LysocGknes. — Dans de tels croisements, les 
résultats different selon le type de prophage porté par les bac- 
téries Hfr H donatrices. Lorsque celles-ci sont lysogénes pour un 
bactériophage non inductible par la lumiére utlraviolette, tes 
résultats des croisements sont en tous points comparables a ceux 
des croisements Hfr H(ly)— x F- P678(ly)— et le prophage cor- 
respondant n’est pas transmis aux recombinants ¢¢nétiques formés 
a haute fréquence. Lorsque les bactéries Hfr TH sont lysogenes 
pour un phage inductible, le prophage d'une fraction des hactéries 
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parentales Hfr H est induit par la conjugaison, et le taux d’induc- 
lion zygotique observé varie suivant Je type de prophage porte 
par les bacléries donatrices |8}. 

Les résullats des croisements mettant en ceuvre une série de 
souches Hfr H lysogénes pour les différents phages inductibles 
étudiés, et les mémes bactéries réceptrices — P678 non lyso- 
genes, sont rapportés sur le tableau Il. Dans chaque cas, on a 
mesuré, d’une part, le taux dinduction zygotique et, d’autre part, 
la fréquence des recombinants T+L+S* et Galt+S". Les fréquences 
relatives de ces deux types de recombinants sont exprimées par 
le rapport T+L+S$"/Gal+S', rapport du nombre de recombinants 
T+L+S* au nombre de recombinants Galt+S" formés dans le méme 
croisement [4]. Enfin, ona rapporté sur le méme tableau la consti- 
tution génétique des recombinants T+L+S*. 


Tanteav Il. — Effets génétiques de l’induction zygotique de divers 
prophages dans des croisements entre bactéries HfrH Ss lysogénes 
et bactéries F— P678Sr non lysogénes. 


Taux , Rapport, Constitution génétique des 
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Dans chaque cas, on a déterminé le taux d’induction zygotique (nombre de centres 
infectieux pour cent Hfr initiaux), le rapport du nombre de recombinants T+L+S? 
au nombre de recombinants Gal+S" formés dans le méme croisement et la fréquence, 
pour cent recombinants T--L+S?, des divers caractéres génétiques des bactéries Hfr H. 


On voit sur le tableau IT que l’on peut classer les divers types 
de prophages inductibles étudiés suivant le taux d’induction zygo- 
lique observé dans les croisements Hfr H(ly)+ x F— P678(ly)-. 
On voit également que, dans chaque croisement, l’effet de Vinduc- 
lion zygotique sur la formation des recombinants, qui est exprimé 
par le rapport T+L+S"/Gal+S*, est d’autant plus marqué que le 
laux dinduction zygotique est lui-méme plus élevé. Le rapport 
T+L+S'/Galt+S", qui est voisin de 4 dans un croisement ov 
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Vinduetion zygolique ne se produit pas, dépasse 60 dans le croi- 
sement Hfr H(82) x F~ P678(ly)-. L’analyse des recombinants 
T+L+S" montre que leur constitution génétique est d’autant plus 
modifiée par rapport a celle des mémes recombinants formés dans 
un croisement témoin, que le taux d’induction zygotique est plus 
élevé. Quant 4 la constitution génétique des recombinants Gal+S", 
elle na pas été indiquée, car elle ne différe pas de celle que l’on 
observe dans le croisement témoin [4]. Enfin, le caractére lysogéne 
du type parental Hfr H n’est qu’exceptionnellement transmis aux 
recombinants. 

S1 Von rapproche les résultats rapportés dans le tableau IL de 
ceux qui figurent sur le tableau I, on voit que l’ordre dans lequel 
on peut classer les différents prophages inductibles est le méme, 
que Von prenne en considération le taux d induction zygolique, 
le rapport T+L+S*/Gal+S* dans un croisement Hfr H(ly)+ x 
P67S(lyy—, ou la liaison Gal,-prophage dans un croisement 
Hfr(ly)— x P678(ly)+. Ainsi, le taux d’induction zygotique, l effet 
de cette induction zygotique sur les fréquences relatives des recom- 
binants formés et la distribution, parmi les recombinants T+L+S*, 
des caractéres distaux du segment TL — Ga] dépendent tous, et 
de la méme mameére, de !a position qu’un prophage inductible 
occupe sur le chromosome de la bactérie. 


* 
x * 


Il ressort de ces expériences que différents prophages occupent, 
sur le chromosome bactérien, des positions différentes. Les divers 
prophages non inductibles étudiés sont vraisemblablement situés 
sur la partie du chromosome des bactéries Hfr H qui porte les 
earactéres dont la transmission & des recombinants ne se produit 
pas 4 haute fréquence. Quant aux prophages inductibles, ils 
semblent tous étre situés sur la partie distale du segment transmis 
a haute fréquence par les bactéries Hfr H et au-deld du carac 
tere Gal,. Certains de ces prophages, tels 82, 4 et 434, peuvent 
étre localisés avec précision sur ce segment (fig. 1), et cette loca- 
lisation est confirmée par les expériences de transduction [5]. 
Pour les autres prophages inductibles, s'il est possible de déter- 
miner Vordre dans lequel on peut les disposer sur le chromosome 
bactérien, il est plus malaisé de Jes localiser. Pour déterminer 
leur position exacte, il est nécessaire d’avoir a sa disposition 
des caractéres nutritionnels pouvant étre ulilisés pour la sélection 
de recombinants génétiques et dont le déterminant soit  situé 
au-dela de Gal, sur le segment chromosomique transmis par les 
bactéries Hfr H. C’est ce que nous examinerons dans la seconde 
partie de ce travail. 

Les taux d’induction zygotique des différents prophages étudiés 
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sont d’autant plus faibles que ces prophages sont situés plus loin 
sur la partie distale du segment chromosomique transféré par les 
bactéries Hfr H au cours de la conjugaison. Si lon admet que 
le taux d’induction zygotique d’un prophage donné exprime quan- 
titativement la fréquence de son transfert, et partant celle de tout 
caractére génétique qui lui est lié, on est amené a conclure que 
la polarité génétique qui s’observait le long du segment — TL — 
Gal — s’étend au-dela de Gal, sur le chromosome des_ bacté- 
ries Hfr H, et que cette polarité génétique ne serait en réalite 
que le reflet d’une polarité de transfert. C’est également ce que 
nous examinerons dans la seconde partie de ce travail. 


Il. — La NATURE DES SEGMENTS CHROMOSOMIQUES 
TRANSFERES PAR LES BACTERIES [Hfr H. 


La earactéristique essentielle des croisements entre bactéries 
Hfr H donatrices et bactéries F— réceptrices réside dans l’inégale 
fréquence avec laquelle différents caractéres génétiques des bac- 
téries donatrices peuvent étre transmis 4 des recombinants. D’une 
part, certains caractéres génétiques sont transmis a haute fré- 
quence 4a des recombinants (de ordre de 10—') alors que d'autres 
caractéres ne sont transmis qu’a basse fréquence (de lVordre de 
10—*) {4}. D’autre part, méme pour les caracleres transmis a haute 
fréquence (segment — TL — Gal —) on observe une polarité telle 
que la fréquence de transmission de ces caractéres génétiques est 
plus grande pour ceux dont le déterminant est situé sur la partie 
proximale du segment TL — Gal que pour ceux qui sont 
localisés sur la partie distale de ce segment {4}. 


A. Les HYPOTHESES CONCERNANT LA NATURE DES ZYGOTES FORMES 
DANS LES CROISEMENTS Hfr H x F—. — Deux groupes d’hypothéses 
ont été proposées pour interpréter cette inégale transmission des 
caractéres génétiques au cours de la conjugaison hbactérienne. 


1° Hypothése du transfert total. — Selon cette hypothése [6, 7], 
chaque zygote recevrait la totalité du chromosome de la bactérie 
donatrice. L’inégale transmission 4 des recombinants des diffé- 
rents caractéres serait, dans ce cas, de nature purement génétique. 
Elle pourrait é¢tre la conséquence d’un défaut d’appariement des 
chromosomes des deux parents suivi de |’élimination d’un segment 
chromosomique de la bactérie donatrice. c 


2° Hypothese du transfert partiel. — Selon cette hypothése, les 
zygotes ne recoivent pas la totalité, mais seulement un segment 
du chromosome de la bactérie donatrice. Différentes modalités 
doivent cependant étre distinguées. 
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a) Transfert partiel homogéne. — Tous les zygotes (ou la 
grande majorilé d’entre eux) recevraient un groupe de haison 
défini 4}. On pourrait également supposer qu'il existe, sur. le 
chromosome de la bactérie donatrice, un point de rupture préfe- 
rentiel tel que les caractéres génétiques silués au-dela de ce point 
ne seraient que trés rarement transférés aux zygotes 8}. 


b) Fragmentation aw hasard du chromosome de la bactérie. 
Cette hypothése, formulée 4 l’origine pour interpréter les croise- 
ments a basse fréquence de recombinaison |9}, ne semble pas i 
méme de rendre compte, & moins d’hypothéses supplémentaires, 
de la polarité caractéristique des croisements Hfr H x F-. 


c) Transfert inégal orienté. — Différents zygotes recevraient du 
type parental Hfr des segments chromosomiques de longueur 
inégale, mais ces segments auraient tous une méme exrtrémilé. 
La probabilité de transfert d'un caractére donné serait done 
@autant plus faible que le déterminant de ce caractére serait 
silué fe loin de Vextrémité du chromosome. 

Nous reviendrons dans la discussion sur ces différentes hypo- 
theses. Deux points méritent d’étre soulignés dés maintenant : 
L° La distinction entre Vhypothése du transfert total et celle du 
transfert partiel repose tout entiére sur Vinterprétation qu'il 
convient de donner du phénomeéne d induction zygotique : induc- 
tion due & Vappariement du chromosome Hfr porteur du_pro- 
phage, avec le chromosome de la bactérie F— non lysogéene, ou 
induction corrélative au transfert d’un prophage inductible dans 
une bactérie réceptrice non immune. Les arguments dont nous 
disposons actuellement semblent plaider en faveur de cette der- 
niére interprétation (4, 3}. 2° Pour distinguer entre Vhypothése 
du transfert partiel Momokene (ou du point de rupture préféren- 
tiel) et celle du transfert inégal orienté, 11 convient d’établir sil 
existe ou non une discontinuité dans la probabilité de transfert 
de différents caractéres des bactéries Hfr H. C’est ce que nous 
allons étudier maintenant. 


B. SoucHES ET TECHNIQUES DES CROISEMENTS. — Une série de 
mutants nutritionnels ont été isolés aprés irradiation par la 
lumiére ultraviolette de bactéries de la souche F— P678. Une 
premiére série de mutants ont été sélectionnés par la méthode 
@ la penicilline en milieu liquide (40, 44]. Les mutants des séries 
suivantes ont été sélectionnés par la méthode 4 la pénicilline en 
milieu solide {42} (1). Pour chacun de ces mutants, nous avons 


(1) Nous tenons 4 remercier M. E. A. Adelberg qui nous a apporteé 
le précieux concours de son expérience pour Jisolement de ces 
mutants. 
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recherché la fréquence avec laquelle le caractére sauvage corres- 
pondant était transmis par les bactéries Hfr H. Nous avons reteau 
pour la présente étude, d’une part, une souche (PA 209) ayant 
besoin d’histidine (H—) et de tryptophane (Tr—) et, d’autre part, 
une souche (PA 260) ayant besoin d’histidine et de sérine ou de 
elycocolle (SG). 

~ Les expériences dans lesquelles la conjugaison est interrompue 
a temps variables par des moyens mécaniques [48] font l’objet 
du prochain mémoire de cette série [14]. Ces expériences nous 
apprennent qu’au cours de la conjugaison entre bactéries Hfr H 
et bactéries F-, le chromosome de la bactérie donatrice pénétre 
lentement dans la bactérie réceptrice, et que c'est toujours. ha 
miéme extrémité du chromosome de la bactérie Hfr H qui pénétre 
la premiere. Lorsque l’on étudie, comme nous allons le faire, le 
transfert de caracléres dont les déterminants sont situés assez 
lom de cette extrémité, il convient done de prendre certaines 
précautions afin d’éviter Vinterruption de la conjugaison. Nous 
avons ¢té ainsi amenés & modifier, progressivement, les conditions 
des croisements. Ces modifications consistent essentiellement 
1° a réduire Vagitation des mélanges de bactéries en voie de 
conjugaison ; 2° a prélever et diluer avec douceur les échan- 
tillons destinés aux étalements; 3° a prolonger la durée de la 
conjugaison jusqu’a quatre-vingls, cent ou cent vingt minutes, 
suivant les cas. Lorsque ces précaulions sont prises, quoique les 
résultats qualitati/s des croisements ne soient en rien modifiés 
(en particuher la polarité du segment génétique transmis), les 
résultats quantitalifs peuvent différer dune facon notable de ceux 
que Von oblenait auparavant: les fréquences de recombinaison 
sont accrues el le gradient de transmission est moins accusé. Tout 
se passe comme si une fraction plus faible des conjugaisons était 
interrompue. Ces améliorations n'ont cependant été obtenues que 
récemment et de maniéere progressive. Les expériences qui sont 
rapportées ici avant été faites 4 des périodes différentes sont, par 
conséquent, hétérogénes. On s’attachera done davantage a leur 
aspect qualitatif qu’& leur aspect quantitatif. 


C. La LOCALISATION DES PROPHAGES 2] ET 424. — Nous avons 
choisi pour cette étude deux prophages inductibles, les pro- 
phages 21 et 424, d'une part parce quils sont apparemment assez 
distants du caractére Gal, et assez éloignés lun de l'autre 
(tableau I), d’autre part parce qu’ils apparaissent assez étroite 
ment liés & des caractéres pouvant étre utilisés pour la sélection 
de recombinants, les caractéres Tr d’une part et H d’autre part. 

Dans un croisement entre bactéries Hfr H(ly)— et hactéries 
PA 209S*(ly)—, on peut sélectionner les recombinants T+L+S", 
Galt+S", Tr+S" et H+S" et analyser leur constitution génétique. 


— 
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Les résultats d'une ielle expérience sont donnés dans le 
lableau HI, ott Pon voit que ces différents types de recombinants 
sont Tormeés avec des fréquences différentes. I] existe un gradient 
continu dans les fréquences de recombinaison qu'il est commode, 
lorsqu’on veut comparer les résultats d’expériences différentes, 
d’exprimer par les rapports Gal+S"/T+L+S", Pers ls iets 
H+S"/T+L+S*. L’analyse de ces divers types de recombinants, 
en particulier celle des recombinants T+L+S*", permet d’établir 
quil existe une liaison entre les différents déterminants eéné- 
liques éludiés. Dans l’expérience représentés sur le tableau III, 


Tarcesc Hl. — Localisation des prophages 21 et 424, et fréquence de 
transmission de divers caractéres génétiques dans des croisements 
entre bactéries HfrH Ss et F— PA209Sr. 


Constitution génétique 
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—— 


Dans chaque croisement, on a_ sélectionné les recombinants T+L+8", Gal+S", 

Tr+S" et H+Sr dont on indique Jes fréquences relatives, c’est-a-dire le rapport du 

nombre des recombinants de chaque type 4 celui des recombinants T+L+S" formés 
dans le méme croisement, et la constitution génétique. 


on observe ainsi que les différents caractéres génétiques des bac- 
téries Hfr H apparaissent, parmi les recombinants T+L+S*, dans 
les proportions suivantes : Az‘, 90 p. 100; TY, ORD sLO0 sa leaieds 
Siem) ectgalas 26 4p. LOO. rts wll pe lode) He jpn sL00: 
On peut’ donc disposer ces différents caractéres selon un ordre 
linéaire et dresser ainsi, en unilés arbitraires, une carte génétique 
du segment TL—H (figs 2): 

On a représenté également sur le tableau IIL, les résultats de 
deux ecroisements entre des bactérics [fr TH non lysogénes, et 
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bactéries PA 209S"(21)+ dune part, PA 2098"(424)+ dautre part. 
On voit que les fréquences de recombinaison observées de meme 
que la constitution génétique des recombinants obtenus sont tres 
comparables a celles que l'on observe dans le croisement témom 
Hfr(lyy- x PA 209S"(Jy)-. L’analyse génétique des recombinants, 
en particulier celle des recombinants Tr+S* dans le croisement 
Hir(ly)- x PA 209S"(21)+ et H+S" dans le croisement Hfr(ly)— 
x PA 2098"(424)+, permet de localiser avec précision ces deux 
prophages inductibles : le prophage 21 au voisinage de Tr et le 


prophage 424 au voisinage de H (fig. 2). 


Ainsi, Ja polarité caract(risuque du segment TL — Gal 
s’étend au-dela de Gal, puisqu’on la retrouve tout au long du 
segment TL—H 


D. Les EFFETS GENETIOUES DE L’ INDUCTION ZYGOTIQUE. —, L’In- 
duction zygotique de prophages relativement éloignés de TL, tels 
que les prophages 21 et 424, ne modifie que faiblement la trans- 
mussion aux recombinants T+L+S" formés, des caractéres situés 


TL Az T,LocTe Gal A Tr 21 H424 SG SmMal XyiMtol. M B, 
Fic. 2. — Le groupe de liaison des bactéries Hfr H. Les caractéres génétiques sont 


disposés de gauche a droite selon Jeurs fréquences décroissantes de transmission 3 

des recombinants, les prophages inductibles selon Jeurs taux décroissants d’induction 

zvgolique. Cette carte représente Vordre relatif de ces différents caractéres plutét 
que les distances qui Jes séparent. 


sur le segment TL — Gal (lableau IT). On doit s’attendre 
a ce que Vinduction zygotique de tels prophages affecte davan- 
lage la transmission 2 des recombinants des caractéres auxquels 
ces prophages sont liés, et des caractéres situés au-delA de ces 
prophages par rapport a TL. Les résultats d’une série de croi- 
sements entre bactéries PA 2098S" non Ilvsogénes et bactéries 
Hfr Hdy)-, Hfr HQ@)+, Afr H(21)+ et Hfr H(424)+, sont résumés 
sur le tableau IV. On voit que, pour chaque prophage, V’induc- 
lion zygolique modifie dune maniére différente aussi bien la 
rréquence des recombinants (exprimée par les rapports Gal+St/ 
T+L#S*, Trts'/T+L+S* “et +s'/T=L+Ss) que lamconstitution 
génétique de ces recombinants. Pour les caractéres situés en decd 
du prophage sur la partie proximale du chromosome Hfr H. leur 
Iréquence de transmission dépend de leur distance du prophage 
considéré, Pour les caractéres situés au-dela du prophage sur 
la partie distale du chromosome bactérien, leur fréquence de 
lransmission est toujours fortement réduite. C’est ainsi que, dans 
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le cas du prophage 4, si la transmission des caractéres TL a des 
recombinants est réduite d’un facteur 2,5 par rapport & un croi- 
sement témoin ott induction zygotique ne se produit pas, ce 
facteur de réduction est de 30 pour Gal et de 10 environ pour 
Tr, pour H et pour d'autres caractéres situés au-dela de H (voir 
plus loin). Quant au caractére lysogéne des bactéries donatrices. 
il west qu’exceptionnellement transmis a des recombinants. 

Tasreau IV. — Effets génétiques de l’induction zygotique des pro- 


phages \, 21 et 424 dans les croisements entre bactéries Hfr H Ss 
lysogénes et bactéries F—PA209Sr non lysogénes. 
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Celle série de croisements a été réalisée avec les précautions indiquées dans le texte : 
agitation faible, prélévements & soixante-quinze minutes. On voit, par comparaison 
avec les croisements des tableaux précédents, que les fréquences relatives de trans- 
mission des caractéres génétiques distaux aux recombinants sont plus éleyées, de 
méme que les fréquences d’apparition de ces caracteéres parmi les  recombi- 
nants T+L+S8" et Gal+S? analysés. On nolera Veffet de Vinduction zygotique des 
différents prophages sur la transmission a des recombinants des caractéres distanx 
des bactéries Hfr H. 


Le fait que des caractéres génétiques situés au-dela dun pro- 
phage inductible soient néanmoins transmis a des recombinants 
montre que, dans une fraction des cas (1/10 environ pour i ef 
21, 1/6 pour 424), le transfert du prophage n’aboutit pas a la 
destruction du zygote. Il semble que Von puisse interpréter ces 
résultats, soit par un « raté » de développement abortif du_pro- 
phage induit comme semblerait Vindiquer le fait que le carac- 
tere lysogéne Jui-méme nest que tres rarement transmis aux 
recombinants. Ceux-ci étant sélectionnés sur un milieu syntheé- 
tique dépourvu de métabolites indispensables a la croissance des 
bactéries réceptrices, cette carence relative pourrait, dans cer- 
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tains cas, avoir pour effet d’empécher le développement du 
prophage induit, comme dans le cas de Pinduction par la lumiere 
ultraviolette |45}. 

L’induction zygotique des prophages inductibles accentue la 
polarité du segment génétique transmis par les bactéries Hfr H 
au cours de la conjugaison. Tout se passe comme si le transfert 
d'un prophage inductible avait pour conséquence la destruction 
de la grande majorité des zygotes ayant recu ce prophage. 
Comme la proportion relative des zygotes détruits est d’autant 
plus faible que le prophage est situé plus loin sur le chromosome 
de la bactérie donatrice, la mesure de linduction zygotique de 
différents prophages inductibles fournit un moyen d’évaluer la 
distribution des zygotes formés dans un croisement en fonction 
de la longueur des segments génétiques quils ont recu des bac- 
teries donatrices. 


E. La TRANSMISSION DES CARACTERES GENETIOQUES DISTAUX. — Le 
eradient qui s’observe dans les fréquences de transfert de diffé- 
rents prophages inductibles comme dans les [réquences de 
transmission de différents caractéres généliques ne permet pas 
de décider si la probabilité de rupture du chromosome de la 
bactérie donatrice est sensiblement constante par umité de lon- 
eueur, ou sil existe une probabilité de rupture élevée dans un 
seoment du chromosome bactérien. Il s’agit done de rechercher 
si la polarité du segment TL—H s’étend au-dela de H 
sur toute la longueur du chromosome Hfr H. 

On sait que différents mutants Hfr different les uns des autres 
par la nature des segments génétiques quils sont capables de 
lransmettre a haute fréquence a des recombinants 46], mais qu il 
existe, par dela ces différences, un ordre univoque selon lequel 
les délerminants génétiques des bactéries K12 peuvent étre dis- 
posés sur un groupe de haison circulaire [47]. En utilisant diffé- 
rents types de bactéries Hfr, on peut ainsi établir que le carac- 
tere H qui est hé d’un coté a Tr et Gal, est lié de Vautre coté 
et dans Pordre du pouvoir de synthése de la sérine et du glyco- 
colle (SG) a la résistance a la streptomycine (S") et, au-dela, 
au pouvoir de synthése de la méthionine (M). Dans un croisement 
entre bactéries Hfr H T+L+T,*Gal,+H+SG+S™Mal+Xyl+Mtl+M— 4) 
et bactéries F— PA 260 T-L=TGal,-H-SG—S'Mal-Xyl—Mt_-M=, 
on peut s¢électionner simultanément les recombinants T+L+M+. 
GaltM+, H+Mt+, SG+M+ et S™M+ et mesurer ainsi les [ré- 
quences de transmission 4 des recombinants des différents carac- 
teres des bactéries donatrices, lorsque ces bactéries sont contre- 
sélectionnées par l’absence de méthionine dans les milieux 
sélectifs. On peut aussi, dans le méme croisement, éliminer les 
bactéries THfr H, aprés la conjugaison, par le bactériophage 
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virulent T, [48], et sélectionner ainsi les recombinants Ie lbael he 
Caleta ed SG+T," et S'T,. Le déterminant génétique de 
la sensibilité au phage T, étant silué sur la partie proximale du 
chromosome Hfr, lanalyse génétique des recombinants ayant 
recu des caractéres distaux tels que SG ou S* doit permettre 
@établir Pordre et les liaisons des autres caractéres non sélec- 
tionnés situés sur la partie distale du chromosome des_ bac- 


témies Hfr H. 


Tanteau VY. — Fréquences de transmission 4a des recombinants de 
divers caractéres génétiques des bactéries Hfr H. 
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Dans un méme croisement entre bactéries Hfr H T,SH—S™ et bactéries F— PA260 

T,7M+SS, on a mesuré les fréquences d’apparition de divers types de recombinants, 

@une part en utilisant le caractére M— des bactéries Hfr comme contre-sélecteur 

(les étalements étant faits sur milieu synthétique dépourvu de méthionine), d’autre 

part en détruisant ces bactéries, aprés la conjugaison, par le hbactériophage T,. 

Dans ce cas, une fraction non négligeable des recombinants qui ont hérité le 
caractére T,S proximal, sont également détruits. 


Les résultats de telles expériences sont représentés sur les 
tableaux V et VI. On voit sur le tableau V que Jes différents 
earactéres des bactéries Hfr H sont transmis a des recombinants, 
avec des fréquences différentes, ce qui permet de disposer les 
déterminants de ces caractéres selon un ordre linéaire (fig. 2). 
On voit ainsi que le gradient de transmission des caractéres 
eénétiques des bactéries Hfr H s’étend tout le long du chromo- 
some des bactéries donatrices et que, si tout caractére génétique 
de ces bactéries semble pouvoir étre transmis a des recombinants, 
cette fréquence de transmission est d’autant plus faib'e que le 
déterminant de ce caractére est situé plus lom de TL sur le 
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chromosome des bactéries Hfr H. C’est ainsi que, dans les expe- 
riences rapportées sur les tableaux V et VI, ces fréquences de 
transmission sont de l’ordre de 10— pour H, 2.10— pour 5G, 
4.10—* pour S™ et 5.10-* pour M qui est proche de Vextrémite 
du chromosome bactérien. 


Tanteav VI. — Localisation des caractéres distaux des bactéries Hfr H. 
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Dans un croisement entre bactéries Hfr HT,SM—S? et bactéries F— PA260 T,"M+S8, 
on a sélectionné d'une part les recombinants S™'M+, d’autre part les recombi- 
nants S'T,™. On a représenté la distribution, parmi 100 recombinants de chaque type, 
de différents caractércs génétiques des bactéries Hfr H. Noter Veffet sur la constitution 
génétique des recombinants sélectionnés, d'une part du caractére des bactéries Hfr 
utilisé pour Ja sélection des recombinants (S™), d’autre part du caractére utilisé comme 
sélecteur des bactéries Hfe H, M— dans un cas, T,* dans l'autre. 

Lianalyse génétique des recombinants ayant recu un caractere 
velativement distal tel que S* (tableau VI) permet de localiser les 
caractéres situés au-dela de St, lorsque la contre-sélection des 
bactéries Hfr H donatrices est faite pour un caractére proximal 
te] que T,*. C’est ainsi que l'on peut disposer dans lordre les 
caractéres S™ Mal Nyl Mtl et M sur la partie distale du chromo- 
some des bactéries Hfr H (fig. 2). 


* 
x* 


Ces expériences démontrent que, dans un croisement entre 
bactéries Hfr H et bactéries F—-, tous les caractéres des bactéries 
donatrices peuvent tre transmis a des recombinants, mais que, 
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pour un caractere donné, cette fréquence de transmission est 
d’autant plus faible que le déterminant de ce caractére est situé 
plus loin de l’une des extrémités du chromosome bactérien. ‘La 
probabilité pour qu'un. caractére situé loin de cette extrémité soit 
transmis 4 un recombinant est trés faible : moins d’une conju- 
gaison sur 10000 pour le caractére M— dans experience rap- 
portée sur le tableau VI. Bien entendu, il ne s’agit la que de 
fréquences relatives qui dépendent dans une large mesure des 
conditions de l’expérience. I] n’en reste pas moins que la polarité 
de transmission des caractéres génétiques dans un croisement 
Hfr H x F— s’observe toujours et que ce n’est qu’exceptionnel- 
lement, et & condition d’étre en mesure de réaliser les sélections 
convenables, que l’on peut observer la transmission des carac- 
teres génétiques distaux a des recombinants. 


DISCUSSION 


LA LOCALISATION DES PROPHAGES INDUCTIBLES. 


Les expériences décrites dans ce mémoire démontrent que 
chacun des prophages inductibles étudiés occupe une position 
spécifique sur le groupe de liaison bactérien. Tous les arguments 
dont nous disposons actuellement (croisements entre bactéries 
Hfr et F— lysogénes pour le méme prophage, croisement d’une 
méme souche Hfr non lysogéne par plusieurs souches F— lyso- 
génisées par le méme prophage mais provenant d’isolements 
indépendants) indiquent qu’a chacun de ces prophages corres- 
pond un emplacement unique sur le chromosome bactérien. La 
présence d’un prophage donné a son locus spécifique, confére 
i la bactérie une immunité également spécifique a |’encontre des 
phages homologues. I] semble qu’un court segment du génome 
phagique qui porte les déterminants du pouvoir lysogénisant, 
détermine également la position qu’un prophage occupe sur le 
chromosome bactérien et l’immunité conférée par ce prophage. 
Les expériences de recombinaison entre différents types de 
phages inductibles [49] n’ont en effet pas permis jusqu’ici de dis- 
socier ces deux propriétés. 

Tous les prophages inductibles étudiés sont localisés sur un 
méme segment du groupe de liaison bactérien, segment relati- 
vernent important qui s’étend de Gal, au-dela de H, et repré- 
sente plus du quart du chromosome bactérien. Aucun des sept 
prophages inductibles étudiés n’est situé sur ce segment. Ils sont 
tous situés entre SG et l’extrémité distale du chromosome des 
bactéries Hfr H comme on peut le démontrer en utilisant d’autres 
souches de bactéries Hfr [47]. Il n’est donc pas impossible que 
le caractére inductible ou non inductible d’un prophage soit en 
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relation avec la position qu’il occupe sur le chromosome bac~ 
lérien. 

La position relative d’un prophage inductible peut é¢tre deter- 
minée par trois méthodes différentes: degré de liaison avec 
différents marqueurs sélectionnés dans un croisement Hfr non 
lysogene x F— lysogéne, taux d’induction zygotique et effets 
génétiques de cette induction zygotique dans un croisement Hfr 
lysogéne x F— non lysogéne. De plus, la comparaison des 
résultats fournis par ces deux types de croisement permet de 
préciser le mécanisme de la polarité génétique qui caractérise 
les croisements entre bactéries Hfr et bactéries F—. 


PoLARITE GENETIOUE ET POLARITE DES SEGMENTS TRANSFERES 


L’analyse des croisements entre bactéries Hfr H et bactéries F— 
a tout d’abord conduit a distinguer des caractéres transmis 
a haute fréquence a des recombinants et des caractéres transmis 
& basse fréquence (4]. Puis, il est apparu que différents carac- 
teres transmis a haute fréquence étaient cependant transmis 4 des 
fréquences différentes et qu’il existait, par conséquent, une pola- 
rité le long du groupe de liaison des bactéries Hfr H [41]. Nous 
venons de voir que cette polarité s’élend tout au long du chromo- 
some bactérien et quil n’existe aucune discontinuité entre carac- 
teres transmis a haute fréquence et caractéres transmis a basse 
fréquence. 

Cependant, la sélection de recombinants génétiques ne permet 
pas d’analyser les différentes étapes de la conjugaison bacté- 
rienne, car la formation de ces recombinants représente | étape 
finale du processus. Grace a Jlinduction zygotique, on peut 
distinguer, dans la conjugaison, deux étapes principales : la 
formation des zygotes et la formation des recombinants géné- 
figues. En effet, un prophage inductible porté par les bactéries 
donatrices est un caractére génétique dont le transfert aux 
zygotes peut étre immédiatement reconnu. Il y a toutes raisons 
de croire que différents caractéres génétiques des bactéries dona- 
trices ne sont pas transférés aux zygotes avec des fréquences 
identiques. D’autre part, lorsqu’un caractére a été transféré des 
bactéries donatrices aux zygotes, il n’est pas toujours hérité par 
un recombinant. La fréquence de transmission d’un  caractére 
génétique donné. (qui est fournie par la mesure de la fréquence 
de recombinaison) dépend done d’une part de la fréquence de 
transfert que ce déterminant génétique des bactéries donatrices 
aux zygotes, puis de son coefficient d’intégration, c’est-a-dire de 
la probabilité pour que ce caractére réapparaisse dans un recom- 
binant génétique. 

Nous avons examiné, au début de la seconde partie de ce 
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travail, les différentes hypothéses concernant la nature de l’apport 
génétique des bactéries donatrices aux zygotes. D’eux d’entre 
elles, celle du transfert partiel homogéne et celle de la fragmen- 
tation au hasard du chromosome Hfr, ne sont pas a méme, a 
moins d’hypothéses supplémentaires, de rendre compte de la 
polarité du chromosome Hfr. I] ne semble pas non plus que l’hy- 
pothése du transfert total puisse rendre compte d’une polarité qui 
s’étend d’une extrémité a l’autre du chromosome Hfr H. Une 
polarité d’appariement [7] pourrait avoir pour conséquence 
l’absence de recombinaison dans la partie distale du chromosome 
Hfr H, mais non la polarité de transmission des caractéres distaux 
de ces bactéries. L’existence d’un locus d’élimination [6 et 7], 
formellement analogue 4 un point de rupture préférentiel, est 
également incompatible avec le gradient continue que l’on observe 
dans les fréquences de transmission des caractéres génétiques des 
bactéries Hfr H. 

Les faits que nous avons rapportés semblent tous étre en faveur 
de l’hypothése du transfert inégal orienté. Selon cette hypothése, 
le taux d’induction zygotique d’un prophage inductible exprime 
la fréquence de son transfert au cours de la conjugaison. Ce taux 
étant d’autant plus faible que le prophage considéré est situé plus 
loin de l’une des extrémités du chromosome Hfr H, on en conclut 
que le gradient qui s’observe dans les fréquences de transmission 
des caractéres génétiques des bactéries Hfr H, comme dans les 
taux d’induction zygotique des prophages inductibles, est en 
réalité le reflet d’une polarité des segments transférés : un déter- 
minant génétique des bactéries Hfr H a d’autant moins de chances 
d’étre transféré aux zygotes qu'il est situé plus loin sur la partie 
distale du chromosome Hfr H. Ainsi, les zygotes formés au cours 
d’un méme croisement sont hétérogénes. Ils different entre eux 
par la longueur du segment chromosomique recu de la bactérie 
Hfr donatrice. 

Le gradient qui s’observe dans les fréquences de transmission 
des caractéres génétiques des bactéries donatrices et qui apparait 
également dans la distribution des caractéres distaux parmi les 
recombinants [4], permet de dresser, en unités arbitraires, une 
carte du groupe de liaison des bactéries Hfr H (fig. 2). Cette 
carte ne différe pas sensiblement de celles qui avaient été propo- 
sées pour rendre compte des résultats des croisements entre bac- 
téries F+ et F— [7, 9]. Contrairement aux cartes génétiques habi- 
tuelles, une telle carte n’exprime pas des fréquences de recom- 
binaison, mais bien plutot les fréquences relatives de transfert 
des différents caractéres génétiques. Or, ces fréquences relatives 
peuvent varier dans une assez large mesure selon les conditions 
des croisements. Il y a cependant tout lieu de penser qu'une telle 
carte constitue une représentation satisfaisante du groupe de 
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liaison bactérien. Il est, en effet, vraisemblable, que la proba- 
bilité de rupture du chromosome de la bactérie donatrice quel 
gu’en soit le mécanisme est sensiblement uniforme sur la plus 
grande partie de sa longueur. Pour pouvoir dresser une carte 
en unités de recombinaison, il faudrait analyser une population 
homogéne de zygotes, c’est-a-dire un groupe de zygotes ayant 
tous recu un méme segment génétique des bactéries donatrices. 

Les croisements mettant en ceuvre des prophages inductibles 
permetient, tout au moins pour un segment du chromosome des 
bactéries Hfr, de déterminer la distribution des zygotes qui ont 
recu des bactéries donatrices des segments chromosomiques d’une 
longueur donnée. C’est ainsi que, dans la série d’expériences 
représentées sur le tableau Il, 35 p. 100 des zygotes ont recu 
un segment plus court que —TL—Gal—82, 59 p. 100 ont recu 
un segment au moins égal 4 —TL—Gal—+, 15 p. 100 un segment 
au moins égal 4 —TL—Gal—i—Tr—21 et 10 p. 100 un segment 
au moins égal 4 —TL—Gal—ia—Tr—21—-H424. En évaluant dans 
des croisements Hfr H(ly)+ x F—(ly)-, la fraction des zygotes ayant 
recu des segments génétiques donnés et, dans un croisement 
Hfr H(ly)—x F—(y)— le nombre de recombinants ayant hérité des 
caractéres donnés, on peut tenter d’estimer la part qui dans la 
polarité génétique revient 4 la polarité du transfert et celle qui 
pourrait étre due a une polarité d’intégration. 


Dans ce but, on a réalisé récemment, avec les précautions indi- 
quées plus haut, une série de croisements entre bactéries 
f— PA209(ly)-S', d’une part, et bactéries Hfr H(ly)—S*, Hir H 
(A)+S* et Hfr H(21)+S* et Hfr H(424)+S*, d’autre part. Les résul- 
tats de ces expériences sont résumés sur le tableau VII. On voit 


Tasteau VII. — Polarité génétique et polarité de transfert. 


| i il 
it Taux "Croisement Hfr H(ly)” x F PA209(ly -| 
Croisements 1d" induction H oa 
i zygotique H Fréquence relative des recombinants 
a a ieee i eae, 
Hfr H(A)* x F” PA209(1y) q 70 fea) Ganess ; 0,66 
i] lf 1 
W if 1 
Hfr H(21)* x F” Pa2zog(1y)~ ‘| 45 i @rts? i 0,40 
M i] 1 Z 
ql i I 
Hfr H(424)* x PT Pazog(ly)” 4 18 1 Se A teat 
: ? 
' 


Dans un croisement Hfr H S(ly)—xF— PA2098"(ly)—, on a mesuré la fréquence des 
recombinants T+L+S", Gal+S", Tr+St et H+S". Ces fréquences sont exprimées ici 
en fréquences relatives : rapport du nombre de recombinants de chaque type a celui 
des recombinants T+L+S* formés dans le méme croisement. Dans une autre série de 
croisements entre bactéries Hfr H lysogénes et bactéries F— PA209 non lysogénes, on 
a mesuré Je taux d’induction zygotique des prophages A, 21 et 424, qui sont respecti- 
vement liés 4 Gal,, & Tr et & H. Tous ces croisements ont été faits avec précaution : 
faible agitation, étalements aprés soixante-dix minutes. 
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que le gradient, qui s’observe dans les taux d’induction zygotique 
des prophages A, 21 et 424, se trouve sensiblement identique dans 
les fréquences relatives de transmission aux recombinants formés 
dans le croisement Hfr H(ly)—~xF-(ly)-, des caractéres Galt, 
Tr+ et H+ auxquels ces différents prophages sont hiés. 

On peut done conclure de cette expérience que le gradient géné- 
tique qui s’observe dans les croisements entre bactéries Hir H 
et bactéries I— est essentiellement le reflet d’un gradient de trans- 
fert et qu’il n’existe pas de gradient d’intégration des caractéres 
sénétiques transférés. 

Nous examinerons, dans le prochain mémoire de cette série, 
le mécanisme responsable de ce gradient de transfert. 


RESUME ET CONCLUSIONS 


1° La localisation génétique de sept prophages inductibles a 
été déterminée. A chacun de ces prophages correspond, sur le 
chromosome de Ja bactérie, une position définie et qui semble 
‘étre unique pour chacun des prophages étudiés ; 

2° La polarité du chromosome des bactéries Hfr H, qui se 
manifestait déja pour le groupe de caractéres transmis 4 haute 
fréquence a des recombinants, s’étend a l’ensemble des caractéres 
génétiques de ces bactéries. Elle s’exprime, d’une part, par un 
gradient continu dans la fréquence de transmission a des recom- 
binants des différents caractéres des bactéries Hfr H, d’autre part, 
par un gradient dans les taux d’induction zygotique de différents 
prophages inductibles ; 

3° Il est ainsi possible de dresser une carte de la totalité du 
chromosome des bactéries Hfr H et de définir, sur ce chromo- 
some, une extrémité proximale et une extrémité distale. La fré- 
quence de transmission d’un caractére donné, ou le taux d’induc- 
tion zygotique d’un prophage inductible, sont d’autant plus faibles 
que ce caractére ou ce prophage sont situés plus loin sur la partie 
distale du chromosome Hfr ; 

L’induction zygotique d’un prophage inductible a pour effet 
de réduire considérablement la fréquence de transmission a des 
recombinants des caractéres qui lui sont hés et des caractéres 
situés au-dela de ce prophage sur la partie distale du chromo- 
some Hir ; 

5° Si Von fait Vhypothése que le taux d’inductign zygotique 
d’un prophage inductible constitue une mesure de la fréquence 
de son transfert au cours de la conjugaison, on est amené A 
conclure au caractére incomplet et orienté des segments génétiques 
transférés des bactéries Hfr H aux zygotes. Ces zygotes sont done 
hétérogénes et different entre eux quant a la longueur du segment 
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chromosomique issu de la bactérie donatrice. Cette distribution 
des segments génétiques transférés varie dans d’assez Jarges 
mesures selon les conditions dans lesquelles sont réalisés les 
croisements ; 

6° La distribution des longueurs des segments génétiques trans- 
férés dans un croisement est fournie par les taux d’induction 
zygotique des divers prophages inductibles. En rapprochant ces 
données de celles que l’on oblient dans un croisement ot Pin- 
duction zygotique ne se produit pas, on peut établir que la pola- 
rité du chromosome Hfr H est essentiellement une polarité de 
transfert et non une polarité d’intégration : chacun des détermi- 
nants génétiques étudiés, en effet, semble avoir une probabilité 
égale d’étre hérité par un recombinant lorsqu’il a été transféré 
des bactéries Hfr donatrices aux bactéries F— réceptrices. 


SUMMARY 


1° The genetic location of seven inducible prophages has been 
determined. Each of these prophages occupies a definite position 
on the bacterial chromosome, and this position appears to be 
unique for any given prophage ; 

2° The polarity of the Hfr H chromosome, already observed 
for those characters which are transmitted at high frequency upon 
conjugation, extends all along the Hfr linkage group. This pola- 
rity is expressed on the one hand by a gradient in the frequency 
of transmission to recombinants of the different genetic characters 
of Hfr H bacteria, on the cther hand by a gradient in the fre- 
quency of zygotic induction of different inducible prophages ; 

3° It is thus’ possible to draw a map of the entire linkage group 
of Hfr H bacteria and to define, on this linkage group two ends, 
one proximal and one distal. The farther a given genetic cha- 
racter, or an inducible prophage on this linkage group, the lower 
their frequency of transmission or of zygotic induction ; 

4° As a consequence of zygotic induction, the frequency of 
transmission to recombinants of characters linked to the prophage, 
or distal to it, is considerably reduced ; 

5° Under the assumption that the frequency of zygotic induction 
of an inducible prophage is a measure of the frequency of its 
transfer upon conjugation, it is concluded that the chromosomal 
segments contributed by the Hfr bacteria to the zygotes are incom- 
plete and oriented. The zygotes are thus heterogeneous as to the 
length of the chromosomal segment contributed by the donor 
parent. The size distribution of these segments varies rather 
widely according to the technical conditions of the crosses : 

6° An estimate of this distribution may be obtained by measu- 
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ring the frequeney of zygotic induction of a series of inducible 
prophages. When comparing the frequency of transfer of diffe- 
rent characters as obtained by this method, with the frequency 
of transmission to recombinants of the same characters, it is 
found that any given character has about the same probability, 
when transferred, of being inherited by a recombinant. The pola- 
rity of the Hfr chromosome is therefore primarily a polarity of 
transfer and not a polarity of integration. 


* 
xk 


Nous tenons & remercier M™ Yannick Stampfli et M"° Michéle 
Fiquet pour Taide qu’elles nous ont apportée dans la réalisation 
de ce travail. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Wortman (E. L.) et Jacop (F.). Ann. Inst. Pasteur, 1957, 93, 323. 

[2] Jacop (F.) et Woruman (E. L.). G. R. Acad. Sci., 1954, 239, 455. 

[3] Jacop (F.) et Wortman (E. L.). Ann. Inst. Pasteur, 1956, 94, 486. 

[4] Hayes (W.). Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., 1953, 18, 75. 

[5] Jacosp (F.). Virology, 1955, 4, 207. 

[6] LepersBere (J.). J. cell. comp. Physiol., 1955, 45 (suppl. 2), 75. 

[7] Cavatui-Srorza (L.L.) et Jinks (J. L.). J. Genetics, 1956, 54, 87. 

[8] Jacos (F.) et Wonutman (E. L.). C. R. Acad. Sci., 1955, 240, 2566. 

[9] Crowes (R. C.) et Rowzey (D.). J. gen. Microb., 1954, 44, 250. 

[40] Davis (B. D.). J. Am. Chem. Soc., 1948, 70, 4267. 

[41] Lepersere (J.) et Zinprer (N.). J. Am. Chem. Soc., 1948, 70, 4267. 

[42] Aprecperc (E. A.) et Myers (J. W.). J. Bact., 1953, 65, 348. 

[43] Wortman (E.L.) et Jacop (F.). C. R. Acad. Sci., 1955, 240, 2449. 

[44] Woxtman (E. L.) et Jacop (F.). Ann. Inst. Pasteur, 1958. 

[45] Jacop (F.). Les bactéries lysogénes el la notion de provirus, Masson, 
édit., Paris, 1954. 

[46] Jacos (F.) et Woximan (E. L.). C. R. Acad. Sci., 1956, 242, 303. 

[47] Jacos (F.) et Woxuman (E. L.). C. R. Acad. Sci., 1957, 245, 1810. 

[48] Hayes (W.). J. gen. Microb., 1957, 16, 97. 

[49] Katser (A. D.) et Jacor (F.). Virology, 1957, 4, 509. 


ETUDES SUR LE COLLAGENE 


XI. — INFLUENCE DE DIVERS POLYPEPTIDES, DONT QUELQUES-UNS 
EXTRAITS DE GRANULOMES INFLAMMATOIRES, SUR LES 
COMBINAISONS COLLAGENE - MUCOPOLYSACCHARIDES IN VITRO 


par Suzanne BAZIN et Albert DELAUNAY (*) 
(avec la collaboration de Nicole BRIQUELET). 


(C.N. R.S. et Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


INTRODUCTION 


Nous avons montré, dans des communications antérieures 4], 
que le collagéne A et des mucopolysaccharides peuvent former 
in vitro des combinaisons stables et définies. Nous savons aussi [2] 
que ces combinaisons peuvent étre modifiées, et méme inhibées, 
lorsqu’elles sont appelées a se faire en présence d’une troisiéme 
substance, telle que sel ou polyoside bactérien. 

Que des interactions de méme type alent leu in vivo entre je 
collagéne natif d’une part, l’acide hyaluronique, l’acide chon- 
droitine-sulfurique... de Vautre, on ne peut guére en douter. Ce 
qui reste a établir, c’est la mesure dans laquelle des combinaisons 
naturelles peuvent étre altérées par Vintervention de substances 
étrangéres. Parmi celles-ci, on évoque tout naturellement les poly- 
peptides, car ils se trouvent en quantité anormalement grande 
!4 ou 1a trame conjonctive est irritée, c’est-a-dire au sein des 
foyers inflammatoires. D’ot la question que nous nous sommes 
posée : quelle est Vinfluence exercée par des polypeptides (et, 
tout particuliérement, par ceux qu’on peut extraire des tissus 
irrités) sur la mise en place in vitro des combinaisons collagéne- 
mucopolysaccharides ? y 

Pour pouvoir y répondre, nous avons fait un grand nombre 
d’expériences ot: intervenaient soit des polypeptides commerciaux, 
soit des polypeptides particuliers extraits par nous-mémes de la 
rate de pore ou de granulomes asepliques. A l’exposé de nos 
résultats est consacré ce nouveau mémoire. On trouvera aussi, 
dans notre texte, une étude des variations pondérales que subissent 
certaines fractions polypeptidiques pendant Pévolution d’un gra- 
nulome, cette étude, croyons-nous, n’ayant encore jamais été faite. 


(*) Manuscrit recu le 24 juin 1958. 
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TECHNIQUES EXPERIMENTALES 


I. — MATERIEL UTILISE. 


1° Cotracene A. — I] a été préparé dans les conditions habi- 
tuelles, celles indiquées par Nageotte [3]. Notre solution de colla- 
gene, de pH 4,3, contenait 0,8 mg de protéine par millilitre. 


2° Mucoporysaccuaripes. — Héparine, Hoffmann-Laroche (solu- 
tion contenant 0,10 mg d’héparine par millilitre) ; acide chondroi- 
(ine-sulfurique, Nutritional Biochemicals Corporation (0,20 mg/ml). 
Nous avons adopté ces concentrations parce qu’elles correspon- 
dent a celles que nous nommons : doses précipitantes optimum [4]. 


3° PoLyPEpTIDES. — a) Produits commerciaux : glycylglycine, 
produit Hoffmann-Laroche ; diglycylglycine (id.); peptone Vail- 
lant dialysée (c’est-a-dire privée des chlorures et des petits poly- 
peptides dialysables) ; sulfate de protamine, produit Hoffmann- 
Laroche ; lysozyme de blanc d’cuf, produit Armour. 


b) Produits préparés par nous-mémes. 


‘1 partir de la rate de porc. — Nous nous sommes inspirés ici 
de la méthode instituée par C.F. Crampton, R. Lipshitz et 
E. Chargaff [4] pour l’extraction des histones du thymus. Une 
rate brovée est traitée a deux reprises par cing fois son poids 
dune solution 0,15 M de ClINa (ceci dans le but d’éliminer les 
protéines sériques). Le résidu solide est délayé dans trois fois 
son poids d’une solution M de ClNa. La préparation est soumise 
& trois agitations successives, chaque agitation (d’une durée de 
quatre heures) étant suivie de deux congélations et décongélations 
rapides. Aprés centrifugation, le liquide surnageant (visqueux) 
est acidifié par du CIH (concentration finale en acide : 0,2 N). 
Agitation pendant quatre heures (durant laquelle précipitent les 
acides nucléiques), puis centrifugation. Les protides basiques 
alors contenus dans le surnageant sont précipités par saturation 
en ClNa au cours d’une agitation prolongée pendant douze heures. 
Le précipité est recueilli par centrifugation, purifié deux fois par 
redissolution dans du CIH 0,2 N suivie de précipitation par du 
ClNa. Aprés élimination du sel par dialyse, le produit est lyophi- 
lisé. Ce produit, nous ‘le désignerons dans ce qui suit par les 
initiales PBR. Rendement de Ja méthode : environ 200 mg pour 
une rate de pore de 250 g. 


A partir de foyers inflammatoires aseptiques. Des lapins 
recoivent, par voie sous-cutanée, une injection (0,5 eat) d’essence 
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de térébenthine. Pareille injection entraine la formation de granu- 
lomes qui, finalement, sont tres volumineux. Ces granulomes ont 
élé prélevés, agés de 1 a 15 jours, puis traités de la fagon sui- 
vante. Dans un premier dees broyage répété a trois reprises 
et en présence, chaque fois, d’eau physiologique (trois fois }e 
volume du granulome), l’opération étant effectuée par un broyeur- 
mixeur sur une durée d’unc minute. Aprés chaque broyage !a 
préparation était centrifugée, ce qui permettait de séparer, d’une 
part, le surnageant, de l’autre, un résidu. 

Aux surnageants, tous réunis, nous avons ajouté de l’acide 
chlorhydrique en quantité suffisante pour obtenir finalement une 
concentration 1,5 N en acide. Un volumineux précipité a pris 
naissance (constitué essentiellement par des protéines de type 
sérique, des lipides, etc.). Nous l’avons éliminé par centrifugation. 
Le nouveau surnageant obtenu a été saturé par du ClNa; aprés 
agitation et contact de douze heures a froid, le précipité qui 
s’était formé a été recueilli. Nous l’avons purifié deux fois par 
redissolution dans du CIH 1,5 N et reprécipitation par le ClNa. 
Une dialyse a été mise en route pour éliminer le sel. Finalement, 
lyophilisation. Ce second produit, nous avons pris Vhabitude de 
le désigner par les lettres PBL. 

De leur coté, les résidus obtenus aprés traitement par l’eau 
physiologique des granulomes ont été repris par une solution M 
de ClNa (volume de la solution égal a trois fois le poids des 
résidus). Aprés agitation, le mélange a été soumis 4 deux congé- 
lations et décongélations rapides, puis il a été centrifugé. Aprés 
centrifugation, le Augers a été acidifié par du CIH (concentra- 
tion finale en acide : 0,2 M). Apparition d’un précipité. Celui-ci, 
apres douze heures de contact, a été éliminé par centrifugation. 
Le nouveau surnageant est alors traité par du ClNa Aa saturation. 
Obtention d’un nouveau précipité qui est purifié selon les méthodes 


habituelles. Le produit finalement obtenu, nous l’avons appelé 
PBC. 


II. — CaractiRES PHYSICO-CHIMIQUES DE PBR, 


PBLver- BBG: 


Pour les déterminer, nous avons fait les examens suivants. 


1° Réactions chimiques diverses. Les résultats donnés par 
elles sont reproduits dans le tice if 


° Essais de solubilité. — Is ont été effectués dans des tampons 
ne Mc Ilwain, de pH 2 a pH 9,5. 
Résultats. PBR est soluble aux pH acides ; 4 partir de pH 6, 
sa solubilité diminue ; a 9,5, il est insoluble. 
PBL présente un minimum de solubilité vers pH 5. 
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PBC est soluble aux pH acides, moins soluble a partir de 
pH 7,5, insoluble a pH 9. 


38° Electrophoréses en tampon acétate de pH 4,2 (1). — Résul- 


tats. PBL et PBC contiennent chacun plusieurs constituants 
chargés positivement. Le principal constituant de PBL a une 
mobilité de 5,7 (u/sece. — v. — cm’) et représente 50 p. 100 du 
produit ; deux autres constituants ont encore été trouvés dans 
PBL, l’un moins chargé (mobilité : 3,3), l'autre, plus chargé 
(mobilité : 8,5). En ce qui concerne PBC, le principal consti- 
tuant, qui représente plus de 64 p. 100 du produit, a une mobilité 
de 10,5; des deux autres constituants également mis en évidence, 
Pun est plus chargé, l'autre est de méme mobilité que le consti- 
tuant principal de PBL. Nous n’avons fait aucun examen électro- 
phorétique pour PBR. 


Tasieav I. 


Nature de la Réaction mise en Oeuvre 


du_P 


Ehrlich («) 
Recherch 


a) 

cot 

Oo} a 

3 is) 
a 

C3) fal 

4 q 

ES) ° 

n a 


(*) Au p.diméthylaminobenzaldéhyde (réaction des hexosamines). 


III]. — Essars in vitro EN PRESENCE DE COLLAGENE A 
ET DE MUCOPOLYSACCHARIDES. 


Les mélanges ont eu lieu en tubes et de la fagon suivante. 
1° A des solutions de collagéne A, addition de l'une ou l'autre 
de nos solutions de polypeptides. Les solutions de polypeptides 


(1) Ces électrophoréses ont été faites, dans un appareil de Kern, par 
notre collégue S. de Mende. Nous le remercions vivement ici de son 


concours. 
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x 


étaient plus ou moins concentrées (de 0,25 a 4 mg/ml). Les 
mélanges étaient faits en volumes égaux, a pH 4,3 ou a des pH 
plus élevés. 

2° Aux solutions de MP (héparine ou acide chondroitine-sulfu- 
rique) qui contenaient la dose optimum précipitante, c’est-a-dire 
la plus faible qui soit capable de précipiter tout le collagene 
présent [4], addition de nos divers polypeptides en concentra- 
lions diverses, sous un volume égal et a pH 4,3. 

3° Réactions combinées collagéne-polypeptides-MP. Premier 
temps : a des solutions de collagéne A (2 ml) étaient ajoutées des 
solutions (1 ml) de polypeptides de concentrations diverses, le 
pH de lVensemble étant de 4,3. Second temps: aprés trente 
minutes de contact, était jointe au mélange une solution (1 ml) 
de mucopolysaccharides (héparine ou acide chondroitine-sulfu- 
rique) contenant, sous le volume choisi (1 ml), la dose précipitante 
optimum pour 2 ml de collagéne. Au total, le mélange était done 
formé par 2 ml de collagéne A, 1 ml d'une solution de_poly- 
peptides et 1 ml d’une solution de MP. Aprés agitation soigneuse, 
les tubes étaient laissés deux heures a la température du labo- 
ratoire puis examinés. Nous notions sil y avait eu, ou non, préci- 
pitation. En cas de précipitation, l’aspect des précipités était 
soigneusement observé. Ceux-ci étaient ensuite chauffés, pendant 
trois minutes, 4 des températures allant de 45° C a 60° C. 


Tasieau II. 


Age du granulome Pourcentage (mg/IO00gr de granulome 
Cen jours) frais btenu pour deux fractions . 


EBK PBC 

I 50 42 
3 26 78 
240 139 
10 207 63 
15 137 98 

(*) 

36 70 6 
peau normale 0 22 


(*) Le granulome est alors totalement résorbé, 
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Cr 
bho 
Or 


RESULTATS. 


Nous présenterons, tour a tour, ceux qui concernent la richesse 
des granulomes en polypeptides puis ceux qui intéressent 1’effet 
exerce in vitro par des polypeptides. 


Tapreav III. 


Nature et Dose Nature du MP Action 

du Polypeptide ajouté au de _la Chaleur 
ajouté élange en sur le Précipité 

& la Solution Solution 


de Collagéne A Coll.~pptide 


Glycylglycine M/I00 Héparine Fibres longues(*) | Contr. & 482C (*) 


A.Ch.S. id. id. 


Diglycylglycine M/20 Héparine id. idle 


id. A.Ch.S. i id. 
Peptone dialysdée 
acteieiat nme Héparine 

id. A.Ch.S. 


Sulf.Prot.(0,25mg/ml) Héparine Louche léger 
id, A.Ch.S. id. id. 


Lysozyme (Img/ml) Héparine Fibres courtes Contr. & 602C 


A.Ch.S. id. Contr. a 502C 
Héparine Louche léger 
A.Ch.5S. Louche 
Héparine id. 
A.Ch.S. Ppté granuleux 
(Img/ml) Héparine 


id. A.Ch.S. 


(*) Caractéres typiques du précipité collagéne-MP. 


I. Richesse en polypeptides des granulomes, étudiée en fonc- 
lion du stade évolutif de ceux-ci. — Cette richesse est apparue 
irés variable, comme le montre le tableau II. ‘Les chiffres donnés 
sont une moyenne, nos expériences ayant au moins porté, dans 
chaque cas, sur cing granulomes. 
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II. Influence exercée par des polypeptides divers sur des com- 
bindisons in vitro collagéne A-mucopolysaccharides. 

1° Quand, le pH étant de 4,3, on ajoute a une solution de 
collagéne A une solution d’un des polypeptides cités ci-dessus 
(méme fortement concentrée), l’aspect des préparations n’est pas 
modifié. Le mélange reste impide. Au contraire, a des pH plus 
élevés (> 5 pour la peptone dialysée, > 6,5 pour la glycylglycine, 
la diglycylelycine et les produits PBR, PBL et PBC), des fibres 
mal formées apparaissent qui se dissolvent quand on les chauffe 
Nps ohed Cis 

2° Quand des polypeptides basiques (sulfate de protamine, lyso- 
zyme, PBR, PBL et PBC) sont ajoutés a des solutions de MP 
(héparine ou acide chondroitine-sulfurique), ne manque jamais 
de se produire un précipité granuleux, fin, dont l’aspect n’est 
pas altéré par la chaleur (de 45 a 60° C). 

3° En présence de polypeptides, les combinaisons collagéne-MP 
in vitro sont trés souvent modifiées. L’ensemble des résultats 
obtenus en ce cas (du moins les principaux) est présenté dans 
Je tableau III. Nous devons ajouter, en effet, que, selon la concen- 
tration du polypeptide, les résultats ont varié quelque peu. Ainsi, 
ie tableau III indique que Ja peptone dialysée, a la concentration 
de 4 mg/ml, inhibe la combinaison collagéne-MP. Ce n’est plus 
vrai quand la peptone est ajoutée a doses faibles (1 ou 2 mg/ml). 
En présence de celles-ci, ce qu’on observe, c'est l’apparition 
Wun précipité typique collagéne-MP.. Les doses de polypeptides 
reportées dans le tableau correspondent, en fait, a celles qui sont 
les plus efficaces. 


Discussion. 


1° Comme on pouvait limaginer, mais ce qui — Aa notre 
connaissance — n’avait pas encore été montré, la richesse en 
polypeptides des granulomes provoqués par une injection d’essence 
de térébenthine varie nettement en fonction du stade évolutif de 
la réaction tissulaire. Les fractions polypeptidiques que nous 
avons isolées étaient particuliérement abondantes au sixiéme jour, 
elles diminuaient franchement au quinziéme. Peut-on recouper ces 
données biochimiques par des données histologiques ? L’ état. pré- 
sent de nos recherches ne permet pas de le faire, mais la chose 
parait probable. Nous aurons a revenir sur elle dans un prochain 
travail. 

2° In vitro, tous les polypeptides que nous avons mis en ceuvre 
se sont montrés incapables de former des combinaisons stables 
avec le collagéne A. Aucun d’eux n’a précipité celui-ci a pH 4,3. 
A des pH plus élevés. les petits précipités formés ont pu étre 
aisément dissociés par la chaleur. 
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38° Des polypeptides basiques (sulfate de protamine, lysozyme, 
fractions PBR, PBL et PBC) peuvent in vitro précipiter des MP 
(héparine et acide chondroitine-sulfurique) en donnant des flocu- 
lats résistants a la chaleur. 

4° Les combinaisons in vitro collagéne-MP s’effectuent norma- 
lement en présence de petits polypeptides neutres du type de la 
glycylglycine et de la diglycylglycine. 

5° Elles ont encore lieu normalement en présence de polypep- 
tides de poids moléculaire plus élevé (comme la peptone dialysée), 
du moins lorsque ceux-ci sont ulilisés a doses faibles car, a dose 
forte (4 mg/ml), on note une inhibition de la précipitation colla- 
géene-MP. 

6° Les polypeptides basiques peuvent modifier la précipitation 
collagéne-MP, cette modification se traduisant par la formation 
d’un précipité d’aspect nouveau et plus résistant que le précipité 
normal a laction de la chaleur. Ils peuvent aussi Vinhiber : 
dans ce dernier cas, ce qu’on observe, c'est ou l’absence de toute 
précipitation, ou la formation d’un précipité qui, par ses canac- 
teres, rappelle les précipités MP-polypeptides. A cet égard, on 
peut dire qu’un polypeptide exerce une action d’autant plus nette 
que son caractére basique est plus accusé. Ce qui se concoit du 
reste aisément : les MP en expérience étant acides, les interactions 
qui s’établissent entre eux et les polypeptides seront obligatoi- 
rement d’autant plus fortes que sont plus nombreuses les charges 
positives des polypeptides. En derniere analyse, tout parait 
reposer sur des forces d’attraction moléculaire exercées par des 
charges de signe différent. 

7° Nous sommes, répétons-le, les premiers 4 admeltre qu'il 
faut toujours étre prudent quand on veut expliquer ce qui se 
passe in vivo par ce qu’on observe in vitro. Néanmoins, il nous 
semble difficile devant la netteté de nos résultats de penser que, 
dans la trame conjonctive elle-méme, les liaisons entre collagéne 
et MP restent indifférentes a la présence de polypeptides. Cela 
serait surtout vrai, naturellement, au sein des foyers inflamma- 
toires, lieux anormalement riches en polypeptides. 


CONCLUSIONS. 


1° Les combinaisons in vitro collagene-mucopolysaccharides 
(héparine, acide chondroitine-sulfurique) ne sont pas génées par 
la présence, dans Je milieu, de petits polypeptides neutres, du 
type de la glycylglycine et de la diglycylglycine. Elles le sont 
en revanche par des polypeptides basiques, comme le sulfate de 
protamine et le lysozyme. 

2° Elles le sont également en présence de divers polypeptides 
basiques que l’on peut extraire de granulomes aseptiques. Ce 
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qu’on observe alors est ou l’inhibition de toute combinaison ou 
une combinaison MP-polypeptides d’ou le collagéene est exclu. 

3° Les. auteurs ont tendance a croire que, dans les foyers 
inflammatoires, prennent place des interactions analogues 4 celles 
qu’ils ont observées in vitro. Dans ces foyers ou ils se trouvent 
en abondance, les polypeptides pourraient, autrement dit, géner 
la mise en place des liaisons réguliéres collag¢ne-mucopolysac- 
charides. Que cette donnée soit confirmée, on imagine son 
importance. 


RESUME. 
Différents polypeptides — en particulier, ceux qu’on peut 
extraire de granulomes inflammatoires — génent nettement in 


vitro Jes combinaisons normales collagéne-mucopolysaccharides 
acides. 


SUMMARY 
Different peptides — especially those extracted from inflamma- 
tory granulomas — are a cause of trouble in in vitro normal 


collagen-acid mucopolysaccharides combinations. 
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EFFET THERAPEUTIQUE 
DE L’ASSOCIATION ISONIAZIDE-STREPTOVARICINE 
SUR LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE 


par A. LUTZ et M™ M. A. WITZ (*). 


(Laboratoire départemental de Bactériologie, Strasbourg 
[Directeur : Dt A. Lurz)) 


Dans une publication antérieure [1] nous avons montré l’action 
inhibitrice de la streptovaricine sur le développement des lésions 
tuberculeuses de cobayes infectés avec une souche de bacilles 
streptomycino-résistants et traités six heures aprés l’inoculation. 
Karlson [2] a rapporté la régression et la guérison de lésions 
tuberculeuses de cobayes infeclés par une souche de bacilles 
tuberculeux résistants a la streptomycine et a l’acide para-amino- 
salicylique, aprés administration par intubation une fois par jour 
et pendant cinquante-huit jours de 25 mg de streptovaricine par 
animal de 600 g (soit 41,5 mg/kg). 

Le présent travail a pour but de montrer l’effet synergique 
in vivo de l’isoniazide et de la streptovaricine. (1). 


MiETHODE EXPERIMENTALE. 


Quarante-cing cobayes de 400 a 450 g ont été inoculés par voie 
sous-cutanée pré-sternale par 1 ml de mélange, a parties égales, 
de cultures en milieu de Dubos dilué au 1/10, de la souche de 
bacilles tuberculeux H37Rv et d’une souche « C » isolée récem- 
ment des crachats d’un sujet traité. Les caractéristique de |’anti- 
biogramme de ces souches en milieu de Dubos sont résumées 
dans le tableau I. 

Vingt-quatre jours aprés linfection nous avons sacrifié six 
cobayes et noté l’étendue de leurs lésions tuberculeuses (témoins 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1958. 


(1) Nous remercions les Etablissements Upjohn Kalamazoo, Michigan, 
pour les lots de streptovaricine qu’ils ont bien voulu mettre a notre 
disposition. 

Annales de I’Institut Pasteur, 95, n° 5, 1958. 34 


530 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


avant traitement). Le méme jour (début du traitement) nous avons 
réparti les animaux restants en quatre séries, a savoir: 

Série I: Témoins. 

Série IJ: Traitement : 1,7 mg/kg d’INH per os une fois par 
jour. 


TaBLEAu I, 
! ! ! 
; CMI. | we /ml ; 
! Souche PVHZ7Rv"_! non} 
Seen Sa ge ES or | Pitas Nom a er 
p 2DEEESH 25) Se eps On eno gs 
! INH PRO Oban Itico met 
{o=-=-5--------- a oe eee 
! Streptovaricine| O71 0,044 
€00 | 
$50 a 
$00 4 


Pe N a 


vol. 


t nf ry 18 ¥5 G2 a9 Camere’ ¥o TF jours 


Fic. 1. 
En abscisses, jours. En ordonnées, poids moyen en grammes. 1, témoins. 
2, INH, 1,7 mg/kg per os. 5, streptovaricine, 20 mg/kg + INH, 1,7 mg/kg per os. 


Série II]: Traitement : 20 mg/kg de streptovaricine per os 
une fois par jour. 

Série IV: Traitement : 20 mg/kg de_ streptovaricine et 
1,7 mg/kg d’INH per os une fois par jour. 


Les animaux ont été suivis par pesées hebdomadaires. La 
courbe de poids des cobayes des séries II et IV par rapport aux 
témoins est représentée par la figure 1. ] 

Les animaux des séries II et IV présentaient un aspect normal 
au quatre-vingt-quatriéme jour. A ce jour, soit aprés soixante 
jours de traitement, les animaux survivants sont sacrifiés. La 
figure 2 montre les lésions macroscopiques observées. 
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TaBLeAu II. 


Indice des /esjons ear crgane 
de lensemble odes anitmoux mortsedsacrifies 


ITwoice LESIONNEL 


7 
TEMOINS ia 


PRETRA/TEMENT ‘ 4 OK GEE Gs Se} 


Lay 


TEMOINS 


I. N. # 
if #my/KQ 
per os-4xy- 


STREPTOVARICINE 


20mg /Kg 


peros-Tey 


TRE PTO VARI CINE 
26 mg/kg 


+ 
INH. 4,7m9/hg 
peros -dxy. 


Les lésions des ganglions trachéobronchiques ne sont notées qu’en 
des lésions du poumon. 


l’absence 


TaBLEAu III, 


20m9/kg 
if 


Voici comment on peut apprécier ces lésions d’aprés la nota- 
tion de Feldman et Hinshaw (tableau II). 

La figure 2 et le tableau II montrent que de l’addition d’une 
dose insuffisante de streptovaricine, qui empéche l’aggravation 
des lésions comparativement aux témoins avant traitement et 
aux cobayes témoins, A une dose d’INH qui fait régresser par- 
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tiellement les lésions tuberculeuses, résulte une nette synergic 
dans l’effet thérapeutique d’aprés les indices lésionnels : 

Chem lar ena. 

serie Hl 67,3. 

were dV 212: 


Au cours des autopsies nous avons prélevé les rates, des frag- 
ments du poumon et du foie de cing cobayes. Aprés pulpage et 
culture sur milieux de Loewenstein-Jensen, nous avons obtenu les 
résultats suivants deux mois aprés |’ensemencement (tableau III). 

Comme le montre ce tableau, il y a une nette amélioration aprés 
traitement par les deux substances associées, mise en évidence 
par le nombre des germes viables dans les organes et en parti- 
culier dans la rate. Soixante jours de traitement n’ont pas suffi 
cependant pour éliminer les bacilles de tous les organes et en 
particulier du foie. 


CONCLUSION. 


L’association de doses sub-optimales d’INH et de streptovari- 
cine a montré in vivo chez le cobaye un effet thérapeutique syner- 
gique sur la tuberculose expérimentale du cobaye. 


SUMMARY 


THERAPEUTICAL EFFECT OF THE _ISONIAZID-STREPTOVARICIN 
ASSOCIATION ON EXPERIMENTAL TUBERCULOSIS IN GUINEA PIGS. 


The association of sub-optimal dosages of isoniazid and strepto- 
varicin has a synergistic action on the tuberculosis in guinea pigs. 
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LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU HAMSTER DORE 


par A. SAENZ fils (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de la Tuberculose 
[Service du D* J. Bretey)) 


Les animaux de laboratoire employés couramment pour le 
diagnostic de la tuberculose depuis l’époque classique ont été 
uniquement le cobaye et le lapin. 

Ces derniéres années, de nouvelles techniques ont permis 
l’inoculation du bacille de Koch a l’embryon de poulet, aux cel- 
lules HeLa en cultures de tissus, et l'utilisation de la voile intra- 
veineuse chez la souris blanche s’est révélée une méthode efficace 
pour effectuer divers travaux de chimiothérapie et pour l'étude 
du pouvoir pathogéne des souches INH-résistantes. Les possi- 
bilités de l’expérimentation se trouvent encore augmentées par 
Vinoculation du bacille tuberculeux 4 un autre rongeur de labo- 
ratoire : le hamster. 

Deux espéces différentes ont été utilisées, Vune originaire 
d’Extréme-Orient a permis de réaliser les premiéres recherches. 
C’est ainsi qu’en employant le hamster chinois ou hamster rayé 
(Tsangshu), Korns et Lu [413, 44, 15] établissent les premiers la 
sensibilité de cette espéce animale (Cricetulus griseus) a l’inocu- 
lation sous-cutanée, intrapéritonéale et méme orale du_ bacille 
tuberculeux humain et bovin. Tung et Yong [26] en modifiant Je 
procédé de Pickof [417], de méme que Wang et Meng [28], insistent 
sur la sensibilité du hamster chinois a l’inoculation du bacille 
tuberculeux, surtout du type bovin. Vers 1935, Adler [4] introduit 
dans divers centres scientifiques une espéce voisine, le hamster 
doré (Mesocricetus auratus) originaire de Syrie ; celle-ci va faire 
objet de nombreux travaux, Douglas, cité par Balfour Jones [2], 
et, en 1939, Stanley Griffith et Pagel [22, 23], puis Ungar [27], 
étudient les premiers l’infection tuberculeuse du hamster doré. 

Deux études comparatives de Corper et Cohn [5] et de Steenken 
et Wagley [25] sont en faveur du cobaye que ces auteurs estiment 
plus sensible 4 |’infection tuberculeuse. Par contre, Glover [9], 
en 1946, montre que l’inoculation de doses faibles de bacilles 
tuberculeux (de 10-* mg 4 10—’ mg) détermine des lésions impor- 


(*) Mémoire recu le 27 juin 1958. 
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tanles avec une tuberculisation maxima chez le hamster. Les 
lésions sont identiques et méme plus étendues que celles du cobaye 
a partir de 10-*> mg. Giroux {8], Hussel [44], Starck et Vieh- 
mann [24] avec des doses généralement plus fortes notent chez 
le hamster l’apparition de lésions macroscopiques dés le vingt 
et umiéme jour. Reuss [49] préfere le cobaye au hamster pour 
inoculation des produits pathologiques non traités. 


Dennis, Goble, Berberian et Frelih [7] obtiennent la régression 
des lésions tuberculeuses chez des animaux infectés par la 
souche H87Rv, en les traitant par la streptomycine et le PAS. 
Dans un travail récent, Ratcliffe et Merrick [48] infectent par inha- 
lation avec la méme souche divers lots de hamsters, soumis a des 
alimentations isocaloriques avec des pourcentages différents de 
protéine. Ils concluent que l’infection tuberculeuse vraiment uni- 
forme de ces animaux pendant cent trente jours avec n’importe 
quel régime utilisé est un fait important qui plaide contre le 
concept d’une résistance naturelle ou héréditaire 4 la tuberculose. 
Hauduroy et coll. [410] estiment égale la sensibilité du hamster 
au bacille bovin et humain. Pour ces auteurs, l’inoculation du 
vaccin BCG au hamster doré 4 des doses énormes provoque fa 
mort de l’animal avec des lésions du type d’une tuberculose évo- 
lutive. Différents auteurs japonais (Imamura et Kawamori [42], 
Murohashi, Seki et Yoshida {416}) comparent alors |’injection expé- 
rimentale du BCG chez le hamster avec celle produite par Ja 
souche H387Rv; leurs conclusions sont identiques a celles de 
Berger et Puntigam [8], van Deinse et Sénéchal [6], et elles 
confirment nos propres recherches a ce sujet [24]. La mort sur- 
vient chez le hamster inoculé avec du BCG par intoxication de 
Vanimal par les produits de désintégration ou de métabolisme 
des corps bacillaires, l’autopsie ne révéle aucune lésion macro- 
scopique spécifique ; seule la rate peut s’hypertrophier avec des 
doses supérieures 4 10 mg. Du point de vue histologique, il 
persiste des nodules de cellules épithélioides dans tout le systeme 
réticulo-endothélial, qui vont rapidement a la fibrose. 


D’une maniére générale, comme nous venons de le voir, tous 
les auteurs sont unanimes pour admettre la possibilité de l’infec. 
tion expérimentale par le bacille tuberculeux ; les avis sont par- 
tagés en ce qui concerne l’extension des lésions selon la dose 
de bacilles inoculés; de fait, le probléme de la sensibilité du 
hamster comparée a celle du cobaye est, comme nous l’avons 
vu, diversement envisagé dans les différents travaux. Tout ceci 
nous a poussé a reprendre la question de la tuberculose expéri- 
mentale du hamster doré et a étudier le pouvoir pathogéne des 
bacilles tuberculeux sensibles et des bacilles tuberculeux INI- 
résistants chez cet animal. 
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I. — MatTéRIEL ET METHODES. 


Nous avons inoculé au total 95 animaux adultes d’un poids 
variant entre 110 et 120 g. 

Chaque animal a recu, tant par voie sous-culanée que par vole 
intrapéritonéale, des dilutions diverses de bacilles que nous préci- 
serons dans chaque cas. Pour l’étude d’une souche, l’aviaire 17, 
nous avons employé en outre Ja voie intratesticulaire et la voie 
intracardiaque. 

Les souches gue nous avons étudiées chez le hamster peuvent 
se répartir en quatre grands groupes : 


A. Souches bovines : 


Dupray S et Ravenel-Nouff, de virulence « standard » ; 
Souche 1033. 


B. Souche H37Rov. 


C. Souches humaines INH-résistantes : 


Catalase négatives : 111 E résistante 4 1 wg; DE résistante 
al pg: 


Catalase positives : 607 A résistante 


a5 wg; 659A résis- 
tante 4 0,5 wg; 689 A résistante a 0,2 


5 
oO 
BS 


D. Souche aviaire 17. 


L’évolution naturelle de l’infection expérimentale a été respectée 
dans la presque totalité des cas; pour quelques dilutions des 
souches INH-résistantes, de méme que pour la souche aviaire, 
nous avons sacrifié les animaux aprés un temps d’observation 
généralement assez long. 

L’autopsie a toujours été faite le jour méme de la mort de 
animal et le bilan des lésions relevé chaque fois. Des préléve- 
ments en vue de l’examen histologique ont été pratiqués généra- 
lement au niveau du poumon, du foie, de la rate et des ganglions. 
Les piéces sont fixées au Duboscq-Brazil. Deux colorations sont 
généralement faites : hématoxyline-éosine et Ziehl-Neelsen (1). 

Des ensemencements sur milieu de ‘Loeewenstein-Jensen ont été 
effectués dans chaque cas avec les mémes organes. 

Pour la culture nous avons employé deux techniques diffé- 


rentes : l’une pour les souches sensibles et l’autre pour les 
souches INH-résistantes. 


(1) Nous tenons 4 remercier tout particulitrement Me Grimaldi de 
sa collaboration technique. 
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Souches sensibles: 0,5 g du matériel & ensemencer est trituré 
dans un mortier et on le mélange soigneusement avec 2 cm? d’une 
solution d’acide sulfurique a 15 p. 100 au contact duquel on le 
laisse dix minutes. 

On ajoute II gouttes d’une teinture de tournesol stérile et on 
neutralise avec une solution de soude a 30 p. 100 jusqu’au virage 
lilas rose qui correspond a un pH 6,8 a 7,2. 

C’est la technique préconisée par Saenz et Costil [20]. 

On ensemence ensuite le produit tel quel sur des milieux de 
Loewenstein-Jensen. 


Souches INH-résistantes : on emploie avec la technique que 
préconisent Canetti et Grosset [4] une solution d’acide sulfurique 
a 4 p. 100. 

En plus des cultures on prépare avec chaque fragment d’organe, 
étudié histologiquement et ensemencé, un frottis qui sera coloré 
au Ziehl-Neelsen. 

Les lectures des tubes ensemencés ont été pratiquées dés le 
vingt et uniéme jour avec les souches sensibles virulentes et pour- 
suivies jusqu’au trentiéme et quarante-cinquiéme jour. Par contre, 
les souches INH-résistantes dont la croissance est souvent plus 
tardive ont bénéficié d’un séjour a |’étuve plus prolongé : les tubes 
ensemencés ont été gardés quatre-vingt-dix jours, date de la der- 
meére lecture pour les cultures peu abondantes, et dans quelques 
cas spéciaux cent vingt jours pour les tubes restés négatifs, ense- 
mencés avec des dilutions paucibacillaires. Les diverses inocula- 
tions effectuées au cours de ce travail nous ont permis de mieux 
connaitre les relais ganglionnaires chez le hamster. 

Nous croyons utile, pour l’interprétation des faits qui vont 
suivre, d’établir un schéma ot vont figurer les principaux groupes 
ganglionnaires lymphatiques en relation avec les différents organes 
qui se trouvent affectés au cours de la tuberculose expérimentale 
du hamster doré (fig. 1 et 2). 


GROUPES GANGLIONNAIRES. — On trouve généralement bien visible 
et hypertrophié, en allant de la queue 4 la téte, le groupe inguinal 
externe superficiel qu’il faut dégager de la graisse inguinale 
(GIE). 

Sous la bifurcation de l’artére iliaque au-dessus de la vessie et 
du rectum, on voit un seul ganglion : le ganglion iliaque interne 
(GII) ; des deux cétés de l’artére, un peu plus haut et au-dessus 
de la bifurcation, un ganglion iliaque externe (GIE) a droite et 
4 gauche. Un groupe ganglionnaire bien visible avec les souches 
virulentes inoculées par voie intrapéritonéale, a égale distance 
entre le groupe pararénal et le groupe iliaque: c’est le relais 
mésentérique inférieur avec deux ganglions 4 droite et a gauche. 
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reste, = Groupes ganglionnaires du hamster, D, cédté droit ; G. cdté gauche ; 
GIE, ganglion inguinal externe ; GII, ganglion inguinal interne ; GIE, ganglion 
iliaque externe ; GII, ganglion iliaque interne ; GMI, ganglion mésentérique infé- 
rieur ; GPR, ganglion pararénal ; GPRS, ganglion pararénal supérieur ; GSH, gan- 
glion sous hépatique ; GA, ganglion axillaire ; GM, ganglion médiastinal : 
GSMP, ganglion sous maxillaire postérieur ; GSMA, ganglion sous maxillaire antérieur, 
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Fic. 2. — Souche 1033. 1 mg par voie sous-cutanée. Aspect de la chatne gan- 
glionnaire hypertrophiée et caséifiée depuis le relais inguinal jusqu’au groupe sous- 
hépatique. Mort au cent-soixantiéme jour. (Comparer avec la fig. 1.) 
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Nous arrivons maintenant au groupe pararénal composé de 
deux ganglions volumineux, situés a droite et a gauche le long 
du bord interne de chaque rein sur la ligne médiane. 

Il peut exister un troisiéme ganglion dans ce groupe, un peu 
plus haut que ces deux derniers, mais il est moins constant 
qu’eux. Quand on le trouve il est toujours en relation avec le 
ganglion lymphatique sous-hépatique (GSH). 

Ce relais est généralement situé sous la face postérieure de 
l’estomac et comprend un gros ganglion, quelquefois accompagné 
d’un petit ganglion satellite situé plus a gauche. 

Bien souvent un tissu de granulation spécifique unit l’extré- 
mité rugueuse de la rate a ce groupe sous-hépatique. I] existe 
également deux ganglions axillaires (GA) assez superficiels et, 
dans l’aire médiastinale, un groupe ganglionnaire trachéobron- 
chique (GTB) et médiastinal antérieur (GMA). Au cou, deux gan- 
glions de chaque cété, les sous-maxillaires antérieur et postérieur, 
situés entre la poche séreuse et les « bajoues » caractéristiques 
du hamster d’une part, et le tronc veineux principal du cou 
d’autre part. 

Les résultats de l’inoculation des souches qui figurent dans la 
premiere partie de ce mémoire se trouvent consignés dans Ie 
tableau I. 

Les deux souches bovines de virulence standard ont été consi- 
dérées ensemble ; les lésions aux différentes dilutions sont iden- 
tiques pour les souches Dupray et Ravenel. 

Vingt-trois hamsters d’un poids de 120 g ont été inoculés par 
voie sous-cutanée et intrapéritonéale avec : 


A. Doses ForTEs : 1 mg et 10— mg. 


Voie intrapéritonéale. — 1 mg tue le hamster au quarantiéme 
jour avec la souche Dupray et au vingt-deuxiéme jour avec ‘a 
souche Ravenel. 

Au point d’inoculation, adhérences qui envahissent le mésentére 
tout le long des anses intestinales. Les ganglions inguinaux 
externes 4 droite et 4 gauche sont hypertrophiés. Caséification 
des ganglions iliaques et mésentériques inférieurs. Splénomégalie 
(+4) avec granulations du volume d’un grain de millet, ganglion 
sous-hépatique hypertrophié, mais foie d’apparence normale. 

Poumons, granulations bilatérales, ganglions médiastinaux 
hypertrophiés de méme que les deux groupes sous-maxillaires. 
L’examen microscopique montre 100 bacilles par champ au point 
d’inoculation, au niveau de la rate des deux sous-maxillaires ct 
des groupes mésentériques inférieurs. Le frottis du ganglion 
iliaque a un aspect de culture pure : plus de 300 bacilles par 
champ, les poumons 50 bacilles seulement. Les ensemencements 
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Tasteau I. — Résultats des inoculations du hamster avec les souches 
Ravenel, Dupray, H37Rv, 1033. 


VOIR : Shek : -LESTONS MACROSCOPIQUES 
3 J : : 1 : II: 


71 44-70 
: 5 : 76-91 
2 5 : 83-126 


22-40 
2 35-85 
: 79-79 
: 160-182 
: 102-108 
: 130-166 
: 187-202 


76-120 
> 157-164 


Les animaux ont été groupés suivant la dose : forte, moyenne et faible, en considérant 
les deux voies d’inoculation : sous-cutanée et intrapéritonéale. Pour chaque lot, on 
considére, pour la suirvie, la date de la premitre mort, la date extréme, et enfin 
les moyennes. Les lésions macroscopiques sont groupées de I a IV (V. texte). 
I (+) = point d’inoculation et ganglions satellites pris, avec lésions viscérales 
qui peuvent régresser. I] (++) = chaine ganglionnaire prise jusqu’au groupe 
pararénal ; quelques lésions viscérales pulmonaires et spléniques de moindre impor- 
tance. II] (+++) = chaine ganglionnaire caséifiée et hypertrophiée et lésions 
viscérales importantes. IV (++++) = atteinte égale entre les lésions de toute la 
chaine ganglionnaire et les lésions viscérales disséminées qui affectent les poumons, 
le foie et la rate. 


de rate, ganglion sous-maxillaire gauche et ganglion iliaque droit 
donnent des cultures du type 3 (2) pour les quatre tubes ense- 
mencés dans chaque cas. 


Voie sous-cutanée. — Aprés inoculation sous-cutanée de 1 mg, 
les morts s’échelonnent entre le quarante-quatriéme jour (Ravenel) 
et le soixante-dixiéme jour (Dupray) : temps moyen de survie, 
cinquante-cing jours. Type de tuberculose évolutive +++ avec 
abcés au point d’inoculation, ganglion inguinal satellite hyper- 
trophié ; ganglion iliaque du méme coté, hypertrophié et caséifié, 
de méme que les mésentériques inférieurs ; tout le reste de la 
chaine ganglionnaire est hypertrophié jusqu’au sous-maxillaire. 


(2) Culture « 3 = culture en nappe diffuse et homogéne couvrant 
la totalité du milieu. 
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Splénomégalie (+3) et granulations visibles sur la rate de méme 
que sur les deux poumons. 

Le foie, contrairement & ce qui se passe aprés inoculation par 
vole intrapéritonéale, présente des lésions type tétes et pointes 
d’épingles visibles 4 l’ceil nu. ‘Les ganglions iliaques ont toujours 
un aspect de culture pure, puis viennent les poumons et la rate ; 
le foie est toujours moins riche en bacilles (30 a 50 par champ) ; 
par contre, les deux groupes sous-maxillaires en montrent de 50 
a 100 par champ au frottis. Les ensemencements donnent toujours 
des cultures de type « 3. Avec la dose de 10—~ mg la mort 
survient vers le cinquante-cinquiéme jour; les lésions sont iden- 
liques, frottis et cultures positives du méme type qu’avec 1 mg. 


B. Doses moyennes : 10— mg et: 10 mg. — C’est toujours 
une tuberculose évolutive +++ pour les deux dilutions ; ce qui 
change uniquement ce sont les temps de survie. 


Voie intrapéritonéale. — La souche Ravenel tue le hamster vers 
le trente-cinquiéme jour 4 10-* mg, la souche Dupray a 10—* mg 
vers le soixanticme jour et un peu plus tard avec la dilution 
10-7 mg. Il existe des adhérences au point d’inoculation qui 
envahissent le mésentére et les anses intestinales. Cultures du 
type o 1 (8) pour les viscéres et le ganglion iliaque. 


Vote sous-cutanée. — Avec 10 mg mort au quatre-vingt- 
quatriéme et au quatre-vingt-onzi¢éme jour pour la souche Dupray 
avec 10-* mg. L’animal meurt entre le soixante-seizi¢me jour 
(Ravenel) et le quatre-vingt-onzi¢éme jour (Dupray). Rate, pou- 
mons et ganglions donnent une culture du type o 1. 


C. Doses Fraries : 10-* mg et 10— 

Seule la souche Dupray est inoculée a cette dose par voie 
sous-culanée et intrapéritonéale ; c’est toujours une tubercu- 
lose + + + évolutive avec en outre, cependant, une caséification 
qui commence a apparaitre au groupe ganglionnaire pararénal 
inférieur et quelques granulations blanches visibles sur la corli- 
cale des deux reins. Frottis positifs avec une dispersion bacil- 
laire similaire aux antérieures et cultures montrant une crois- 
sance du type « 1 dans les tubes ensemencés. 

10° mg : nous avons le tableau d’une tuberculose généralisée 
évolutive (++++). 


Voie intrapéritonéale. — Mort vers le quatre-vingtiéme jour 
(Dupray). 


(3) Culture de type « 1= culture avec un nombre extrémement 
élevé de colonies individuelles, non homogéne, avec des intervalles de 
milieu libre. 
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Voie sous-cutanée. — Mort entre le quatre-vingtiéme et le cent 
vingliéme jour (pour les deux souches). Dans les deux cas, lésions 
importantes au niveau du foie, uniquement par voie sous-cutanée, 
des poumons ; la rate présente une splénomégalie (+4) avec de 
nombreuses granulations. 

La caséification affecte les relais ganglionnaires ieee 
groupes pararénaux et peut méme arriver jusqu’au groupe sous- 
hépatique ; le reste de la chaine ganglionnaire est hypertrophié 
jusqu’au sous-maxillaire. C’est une tuberculose ganglio-viscérale 
qui atteimt son maximum d’évolution. Frottis et cultures positives 
du type 1 pour les tubes ensemencés avec rale, poumons et 
ganglions iliaques. 


Ces résultats avec les souches bovines de virulence standard 
sont a rapprocher de ceux de Stanley Griffith [22, 23]. Selon cet 
auteur, avec 1 mg de la souche bovine 34, la mort survient vers 
le soixante-dix-huitieme jour et suivant Glover avec un type de 
tuberculose +++ similaire a celu1 que nous avons deécrit. 
Glover [9], a la dose de 10—*, trouve que le bacille bovin tue 
le hamster entre le cinquante-sixiéme et le quatre-vingt-dixiéme 
jour ; il dit qua doses plus faibles la mort survient aprés Je 
quatre-vingt-dixiéme jour avec des lésions généralisées quil ne 
précise pas. Nous avons vu, avec les scuches Dupray et Ravenel 
a la dose de 10—-* mg, s‘installer une tuberculose évolutive géné- 
ralisée particuliérement sévére. 

Comme indiqué plus haut, nous avons également inoculé une 
souche bovine de virulence alténuée, la souche 1033. 


Souche 1033. — Trois hamsters sont inoculés avec 1 mg de 
cette souche par voie sous-cutanée a la patte arri¢re droite. 

Ils meurent tous dans des délais trés longs : cent soixantiéme, 
cent soixante-treiziéme et cent quatre-vingt-deuxiéme jours aprés 
Vinoculation respectivement, présentant un type de tuberculose 
eénéralisée évolutive particuliére a prédominance ganglionnaive. 
L’abees au point d’inoculation est encore intact et on le retrouve 
facilement conjointement avec le ganglion inguinal externe droit 
qui est hypertrophié et caséifié, de méme que celui du cdté gauche. 

Celte infection due a une gouche de virulence atténuée confirme 
une fois de plus le type de systeme lymphatique particulier du 
hamster doré, différent de celui des autres animaux de laboratove 
employés en tuberculose. En comparant notre schéma (fig. 1) 
avec la photographie (fig. 2) qui représente un de ces trois 
hamsters, nous voyons avec quelle facilité se produit la caséi- 
fication de ces différents groupes ganglionnaires. Les ganglions 
iliaques et mésentériques inférieurs sont trés hypertrophiés et 
caséifiés, leur volume atteint presque le tiers de celui du rein ; 
les ganglions pararénaux, le groupe sous-hépatique, le ganglion 
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axillaire droit (coté de Vinoculation) sont, eux aussi, hypertro- 
phiés et caséifiés, de méme que les ganglions trachéo-bronchiques 
et les sous-maxillaires. 

Par contre, les lésions viscérales se situent uniquement au 
niveau de la rate et des poumons. La rate est hypertrophiée (+3) 
et présente quelques lésions éparses; les poumons ont un fin 
semis de granulations grises assez disséminées au milieu d’un 


Fic. 3. — Souche Ravenel-Nouff 4 la dose de 10—3 mg, inoculée par voie sous- 
cutanée ; survie de quarante-six jours. Lésions au niveau du foie, poumon et rate, 
chaine ganglionnaire appliquée contre le rein. 


parenchyme apparemment normal. Le foie semble étre lui aussi 
sans lésions. On constate quelques lésions osseuses caséeuses tras 
visibles sur les cétes. Les frottis des ganglions sont extraordi- 
nairement riches en bacilles : + 150 par champ. Les ensemence- 
ments des ganglions et des organes donnent des cultures trés 


abondantes (type o 38). 


RESULTAT DES INOCULATIONS PAR LES SOUCHES BOVINES. — 
1° Un bacille bovin de virulence standard tue le hamster doré 
entre le quarante-cinquiéme et le cinquante-cinquiéme jour, a la 
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dose de 1 mg par voie sous-cutanée, avec un type de tuberculose 
généralisée évolutive + ++ ot déja le ganglion iliaque correspon- 
dant au point d’inoculation est caséifié. Ce méme bacille, inoculé 
par vole sous-cutanée a la dose de 1/100000 de milligramme 
(10 mg), tue le hamster entre le quatre-vingt-cinquiéme et '¢ 


cent dixiéme jour avec un type de tuberculose généralisée évolu- 


Fic. 4. — Lésions pulmonaires chez le hamster inoculé par yvoie sous-cutanée ayec 
la souche H37Rv: I, 10 mg; Il, 1 mg; II, 10—2 mg; IV, 5 mg; V, 10-1 me; 
ANG RU? revere 


live (+ +++) ot plusieurs groupes ganglionnaires sont caséifiés. 

2° Le hamster est plus sensible a la voile intrapéritonéale qu’a 
_la voie sous-cutanée : elle le tue plus rapidement sans donner 
de lésions hépatiques. Dans les poumons cette voie d’inoculation 
produit des granulations assez clairsemées ; de méme dans le 
mésentére tout le long des anses intestinales. Si nous tenons 
compte uniquement de leur pouvoir pathogéne pour le lapin, les 
souches Ravenel et Dupray sont de virulence standard ; or, l’ino- 
culation au hamster doré et les délais de survie observés nous 
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aulorisent a conelure que la souche Ravenel est un peu plus 
virulente que la souche Dupray. 

3° Apres inoculation sous-cutanée de Ja souche bovine 1033 (de 
virulence atténuée) a la dose de 1 mg, la mort du hamster sur- 
vient entre le cent soixantiéme et le cent quatre-vingtiéme jour : 
c’est un type de tuberculose évolutive particuliére : toute la chaine 
ganglionnaire principale le long de la colonne vertébrale est tres 
hypertrophiée et caséifiée ; les lésions viscérales existent, mais 
elles sont de moindre importance qu’avec une souche de virulence 
standard. Il s’agit surtout d’une fuberculose ganglionnaire (voir 
fig. 3 et 4). 

ETUDE HISTOLOGIOQUE. 
Soucues Bovines Dupray ET RAVENEL. 


Fors (1 mg). — Images nodulaires de cellules mononucléaires de 
type plasmocytaire qui infiltrent tout ]’organe. Souvent elles renfer- 
ment des cellules géantes avec corps de Metchnikoff-Schaumann (4) 
[H26 et H29]. La méme image se répéte a toutes les dilutions, 
au 1/100 et a 10-* on trouve encore des formations giganto- 
cellulaires avec des inclusions de ce type. Toujours en position 
périportale et prés des vaisseaux, des nodules avec cellules 
géantes, méme a 10—> mg. Mais cette infiltration cellulaire peut 
étre souvent trés mal délimitée et, pres des vaisseaux, il peut y 
avoir un apport de cellules blanches en bordure de JV infiltration 
(fig. 5). D’autre part, si les nodules peuvent renfermer souvent 
des cellules géantes avec corps de M-S, dans d’autres cas, ces 
inclusions apparaissent totalement libres sans support cellulaire 
évident. Elles sont entourées uniquement par les gros macro- 
phages, on n’observe pas de cellules géantes (fig. 6). 

Ziehl: Bacilles acido-résistants en trés grand nombre dans les 
cellules nodulaires. 


Poumon. — C’est Vimage exactement reproduite de la méme 
infiltration au milieu des alvéoles, grosses cellules souvent bal- 
lonnées, formant des amas au sein des alvéoles (fig. 7). Souvent 
les parois alvéolaires sont effacées par l’infiltration cellulaire. Les 
bronches sont remplies d’un exsudat avec des cellules du méme 
type. Par endroits, il se produit de la caséification, méme avec 
des doses de 10—* mg; ces cellules, qui, comme nous le verrons, 
regorgent de bacilles, infiltrent tout le parenchyme. On peut les 
voir délimiter des foyers de nécrose caséeuse. 

Au Ziehl (fig. 8) de nombreux bacilles, souvent 5 a 6, se trou- 
vent 4 lintérieur de ces cellules. 


Rate. — Infiltration de la pulpe rouge et hyperplasie de la 
pulpe blanche. Infiltration avec images de réticulose plasmo- 


(4) Corps de Metchnikoff-Schaumann. 


Fie. 5. — Souche Dupray. 1 mg inoculé par yoie sous-cutanée. Foie s nodules de 
cellules mononucléaires 4 noyau bien coloré et arrondi contenant une cellule 
géante avec un corps de M-S. Gr. 320. 


Fic. 6. — Souche Dupray. 10—5 mg, voie intrapéritonéale. Foie : nodules de cellules 
du méme type avec corps de M-S libres, sans cellule géante. Obj., 23; 
ocul., 6; Gr., 260. 


Fic. 7. — Souche Dupray. 10—5, voie intrapéritonéale. Poumon: cellules 4 noyau 
bien coloré de type monocytaire remplissant les alvéoles pulmonaires. Obj., 23; 
Ocul, G1 (Grs,ee00s 


Fic. 8. — Souche Dupray. 10—3, voie intrapéritonéale. Poumon (Ziehl) : on apercoit 
de nombreux bacilles acido-résistants dans les cellules qui remplissent les alyéoles 
pulmonaires. Obj., 50; ocul., 6; Gr., 610. 
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diale. Cellules géantes nombreuses entourées de cellules plasmo- 
cytaires. Pas de corps de M-S. Pas de nécrose caséeuse (fig. 9). 
Fibrose accentuée a partir de 10—° mg avec pigmentopexie. 

Au Ziehl, bacilles abondants dans les macrophages. 


GANGLIONS. — Caséose trés accentuée a toutes les dilutions jus- 
x ex = if s ~ 

qua 10~ mg de tous les ganglions de la chaine que nous connais- 
sons. Infiltration cellulaire du type « sinus catarrhe » avec appa- 


rition de macrophages et de cellules géantes. Autour des foyers 


Fic. 9. — Souche Dupray. 10—? mg, voie sous-cutanée. Rate : réticulose plasmodiale. 
ObyalenoculesnonmnGremloZs 


caséeux, souvent, a ce stade histologique, les infiltrats cellulaires 
contiennent peu de bacilles et sont souvent négatifs. Les cellules 
réticulaires des ganglions sont riches en bacilles pres du foyer 
caséeux ; au loin, quand le tissu s’organise avec des phénoménes 
de métaplasie cellulaire, le « sinus catarrhe » est en général négatif, 
mais il posséde le sceau de sa spécificité avec la présence des 
cellules géantes. 


Rem. — A des doses de 1 mg & 10-? mg on peut voir des 
ilots de cellules mononucléaires contenant des bacilles qui infiltrent 
les tubules. 
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Soucne 1033. 


Fors (1 mg). — On observe de nombreux nodules de cellules 
mononucléaires avec tous les stades de transition entre le gros 
macrophage arrondi & noyau opaque et la cellule épithélioide verl- 
table qui se groupent en nodules pouvant contenir des cellules 
géantes avec corps de M.-S. Généralement, dans le foie des trois 
animaux examinés, ce sont des nodules sans couronne lymphocy- 
taire, a la périphérie des espaces portes. I] existe toujours un 


Fic. 10. — Souche 1033. 1 mg voie sous-cutanée. Foie : nodules de macrophages et 
daspect épithélioide, avec cellule géante contenant un corps de M-S. Obj., 12; 
Cowles Cis, Maes 


espace libre entre le parenchyme hépatique et les nodules limités 
par un réticulum de type endothélial (fig. 10). 


Rate. — Hyperplasie de la pulpe blanche. Importante réticu- 
lose dans la pulpe rouge avec infiltration diffuse de cellules mono- 
nucléaires d’aspect plasmocytaire ; image de réticulose plasmocy- 
taire avec début de fibrose. 


Poumons. — Les alvéoles sont remplies de nodules de mono- 
nucléaires de type pré-épithélioide. 
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Ganciions. — Abondante caséose de tous les ganglions de la 
chaine vertébrale, les macrophages et le « sinus catarrhe » qui 
existent par endroits sont souvent le siége d’une infiltration A 
polynucléaires. 

Au Ziehl, bacilles trés abondants dans les ganglions au niveau 
des macrophages, moins dans les cellules ballonnées. Dans les 
poumons on les retrouve dans les mononucléaires, de méme que 
dans la rate, mais ils sont plus rares dans le foie ot l’on trouve 
des champs sans bacilles. 


Soucue H37Rv. 


Nous avons employé une culure sur pomme de terre glycérinée 
ayant bien poussé, dgée de 24 jours. Diverses solutions ont été 
préparées de 10 mg a 10-* mg par centimétre cube. Les inocu- 
lations qui ont porté sur 15 animaux, tant par voie sous-cutanée 
que par vole intrapéritonéale, peuvent se répartir pour la com- 
modité de la description en trois groupes. 


A. Doses rortes : 10 mg et 5 mg (uniquement par vole sous- 
cutanée). — Les temps de survie 4 ces doses sont comparables : 
mort au cent deuxieme jour avec 10 mg et au cent troisiéme et 
au cent huitieéme jour avec 5 mg. Les animaux présentent une 
tuberculose généralisée évolutive + + caractérisée par : 

a) Des lésions pulmonaires bilatérales sous forme de granula- 
tions. 

b) Une splénomégalie (+2 & +3) et des granulations plus 
grosses qu’une téte d’épingle qui couvrent lorgane. 

c) La caséification des premiers groupes ganglionnaires, ilia- 
ques compris, et par l’hypertrophie du reste du systeme lympha- 
tique jusqu’au sous-maxillaire. L’abcés d’inoculation s’est géné- 
ralement absorbé en partie et le foie semble normal. ‘Les frottis 
montrent encore plus de 200 bacilles par champ, le ganglion 
iliaque, le foie et les ganglions sous-maxillaires 50 4 80 bacilles 
par champ. Les ensemencements donnent des cultures du 
type » 3. Aprés dilution au 1/1000 les cultures de rate et de 
poumon, fournissent prés de 400 colonies de hacilles viables comp- 
tables par tube, ce qui équivaut a @ I. 


B. Doses MoyENNEs : 1 mg et 10-' mg. — Avec 1 mg par voie 
sous-cutanée, les temps de survie sont de cent soixante jours 
(H36) et cent soixante-six jours (H47). C’est une tuberculose 
cénéralisée évolutive du type + +++. Lésions du type que nous 
connaissons au niveau du foie, de la rate (+3 ou 4) et des pou- 
mons. Toute la chaine canglionnaire est caséifiée jusqu’au groupe 
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sous-hépatique, et hypertrophiée jusqu’au groupe sous-maxillaire. 
Généralement le ganglion sous-hépatique est relié a l’extrémité 
supérieure de la rate et au pole supérieur du rein droit par un 
tissu de granulation spécifique. Les ensemencements du poumon 
donnent une culture du type » 3; en diluant au 1/100, 120 colo- 
nies comptables par tube. Méme résultat pour la rate. Au 1/100 
ie poumon donne 80-75 et 74 colonies respectivement dans les 
trois tubes et au 1/1 000, 8 colonies par tube ; le ganglion inguinal 
correspondant au point d’inoculation et la rate du méme animal, 
150 4 200 colonies par tube a la dilution au 1/100; le foie sans 
diluer donne 300 a 350 colonies par tube. 


Par voie intrapéritonéale : 1 mg de la souche H87Rv tue pré- 
cocement le hamster dés le soixante-seizieéme jour, avec abces 
bien délimité dans la cavité péritonéale, des granulations spéei- 
fiques le long du mésentére, une rate parsemée de granulations 
et une splénomégalie de +3, des lésions pulmonaires bilatérales 
avec hypertrophie des ganglions trachéo-bronchiques et sous- 
maxillaires et la caséification des trois premiers groupes gan- 
elionnaires jusqu’au mésentérique inférieur. Foie d’aspect normal. 

La dose de 10-* inoculée par voie intrapéritonéale donne une 
tuberculose évolutive généralisée (+ + +) de méme type que celui 
que nous venons de décrire. L’animal meurt au cent vingtiéme 
jour, En employant la vole sous-cutanée a celle méme dose, nous 
avons un tableau en tous points identique, avec en moins les 
granulations mésentériques et l’abcés péritonéal; les temps de 
survie sont respectivement de cent trente et cent quarante-deux 
jours. 


C. Doses FarsLtes : 10-? mg et 10-* mg. — Apres inoculation 
intrapéritonéale de 10-* mg, Vanimal meurt au cent soixante- 
quatriéme jour: abeés au point d’inoculation, caséification des 
deux premiers relais ganglonnaires et hypertrophie du reste de 
la chaine. Rate (+8) et foie sans lésions, granulations grises 
volumineuses sur les poumons. Aprés inoculation de la méme 
dose par vole sous-cutanée les survies sont de cent quatre-vingt- 
huit et deux cent deux jours: c’est une tuberculose évolutive 
généralisée du type + ++, les ganglions sont hypertrophi¢s dans 
leurs trois premiers relais, granulations grises bilatérales pulmo- 
naires. La rate présente un aspect particulier : elle est hyper- 
trophiée (quatre fois son volume normal) et le type de lésions 
quelle montre est différent de ce que nous avons vu auparavant. 
Il s’agit de 4 4 5 gros nodules solitaires au milieu d’un paren- 
chyme apparemment normal. Le hamster mort le dernier présen- 
tait seulement un gros nodule a l’extrémité inférieure de la rate, 
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isolé, bien délimité, véritable « tuberculome splénique ». Dans les 
deux cas les ensemencements de poumon ont donné 200 colonies 
par tube aprés dilution au 1/100 et, pour la rate a la méme dilu- 
tion, 10 a 20 colonies. 

Aprés inoculation intrapéritonéale (10 mg), comme toujours 
plus sensible, |’animal meurt au cent cinquante-septiéme jour ; du 
point de vue lésionnel, l’aspect est identique a celui que présente 
animal inoculé avec le 1/100 de milligramme (10—* mg), mais 
les lésions au niveau des poumons sont un peu plus disséminées. 
Les ganglons sous-maxillaires et trachéo-bronchiques sont hyper- 
trophi¢s. Un tissu de granulation spécifique engloble le ganglion 
sous-hépatique hypertrophié et le relie a Vextrémité supérieure 
de la rale qui, comme le foie, apparait 4 l’ceil nu sans lésions. 
fl existe de nombreuses adhérences entre les anses intestinales ; 
seuls les ganglions mésentériques inférieurs sont caséifiés ; le 
reste de la chaine ganglionnaire est seulement hypertrophié. 

Chez les hamsters inoculés avee cette dilution par voie sous- 
cultanée, seuls les deux premiers relais ganglionnaires sont hyper- 
trophiés et caséifiés, la rate, par contre, est hypertrophiée (plus 
de trois fois son volume normal) et elle porte 4 a 5 micronodules 
bien isolés ; le poumon est couvert dun semis de granulations 
erises assez volumineuses. Les frottis et les cultures sont positifs. 
Les poumons sont trés riches en bacilles : plus de 150 colonies 
par tube au 1/100. La rate, par contre, est devenue trés pauvre 
en bacilles : 5 4 6 colonies dans'les tubes d’isolement non dilués. 
Cet état paucibacillaire de la rate est en relation avee la forme 
anatomique (micronodules bien encapsulés) quelle présente. 


ETUDE ANATOMO-PATHOLOGIQUE DES LESIONS 
PROVOQUEES PAR LA soucHE H37Rv. 


Depuis la plus forte dilution 10 mg jusqu’é 10—* mg, ce sont 
les mémes images que nous retrouvons dans les différents organes 
et ganglions. Trois faits vont progressivement s’établir : la pré- 
sence de cellules de type épithélioide classique uniquement dans 
les dilutions les plus faibles, la diminution du nombre des bacilles 
dans les macrophages 4 mesure que nous approchons du 1/1 000 
et la fibrose. Mais, répétons-le, l’aspect est identique : c’est, dans 
le foie, des nodules abondants de cellules mononucléaires arron- 
dies avec de nombreuses cellules géantes et des corps de M-S 
inclus dans celles-ci (fig. 11). 


Rate : Infiltration de la pulpe rouge, avec réaction de rélicu- 
lose plasmodiale ou non; les corps de M-S peuvent se trouver 
a Vintérieur d’une formation giganto-cellulaire, ou libres, entourés 
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de cellules réticulaires d’aspect plasmocytaire. Pigmentopexie. 
A 10-3, énorme fibrose. Nodules de cellules épithélioides. 


GancLions : Le «sinus catarrhe » établi, Vinfiltration macro- 
phagique s’organise ct l’on voit apparaitre également des cellules 
géantes avec corps de M-S dans les ganglions hypertrophiés et 
autour des foyers de nécrose. 

Poumon : Les alvéoles sont littéralement bourrées de cellules 


Fic. 11. — Souche H387Rv. 10-1 mg, voie sous-cutanée. Foie: nombreux corps 
de M-S dans des follicules de cellules mononucléaires, avec des cellules géantes 
libres ou occupées par ceux-ci. 


mononucléaires arrondies qui effacent les limites entre les cloisons 
interlobulaires. Aspect de neumaute proliférative de certains 
auteurs. Quelques cellules épithélioides a 10-°. 


Au Ziehl, bacilles acido-résistants trés nombreux, 5-6 par mono- 
cyte dans les différents organes ; 4 bacilles par champ dans les 
dilutions 4 10-* mg. Sur un total de 13 animaux inoculés, les 
corps de M-S ont été trouvés neuf fois dans la rate, le foie ct 
les ganglions. 


Dans ce premier mémoire, nous avons étudié uniquement les 
souches virulentes. Dans le mémoire suivant, nous étudierons les 
souches INH-résistantes et la souche aviaire 17 (groupes C et D). 
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CONCLUSIONS. 


1° Le hamster est moins sensible au bacille tuberculeux humain 
qu’au bacille bovin. 


2° La souche H37Rv tue le hamster en soixante-seize jours a la 
dose de 1 mg par voie intrapéritonéale et en cent soixante jours 
4 la méme dilution par voie sous-cutanée ; elle produit toujowrs 
une tuberculose généralisée évolutive (du type +++ et ++++). 

De nombreux auteurs ont inoculé des souches humaines, mais 
en particulier pour la souche H837Rv il faut rappeler qu’avec 
10~ mg de celle-ci Dennis et coll. [7] obtiennent une tuberculose 
vénéralisée évolutive + + + du type que nous avons décrit, qui tue 
le hamster entre le cent trentiéme et le cent quarante-quatriéme 
jour. Nos propres inoculations et les Iésions que nous avons 
obtenues a cette dose sont comparables aux chiffres de Dennis. 
Si nous considérons seulement la dilution de 10-? mg notre 
moyenne de survie est de cent quarante jours pour les animaux 
inoculés par voile sous-cutanée. 

Examiné a Veeil nu, le foie est rarement atteint quand il s’agit 
d’une souche humaine, quelques lésions type pointe d’épingle ont 
été vues avec 1 mg par voile sous-cutanée seulement. En général, 
les poumons et la rate sont les deux seuls viscéres atteints. La 
rate, avec des dilutions de 10—* mg, présente une splénomégalie 
moyenne (trois fois le volume normal) ; mais ce qui est caracté- 
ristique a cette dose c’est la présence de micronodules isolés 
assez volumineux en plein parenchyme splénique. Cet aspect 
particulier, chronique, contraste avec le piqueté fin des granu- 
lations blanches serrées Jes unes contre les autres qu'on observe 
4 des doses plus fortes, dans la rate des hamsters inoculés avec 
des souches virulentes, humaines et bovines. 

3° Enfin, il faut noter que les fortes doses (10 mg, 5 mg), si 
elles tuent le hamster plus précocement, donnent moins de lésions 
que des doses moyennes intermédiaires (1 mg, 1/10 de milli- 
gramme). 

4° La chaine et les relais ganglionnaires du hamster inocuié 
par cette souche H87Rv se trouvent toujours intéressés. Hypertro- 
phie et caséification des deux premiers relais quand il s’agit de 
doses trés fortes ou faibles; par contre, caséification totale du 
groupe iliaque ou sous-hépatique quand il s’agit de doses inter- 
médiaires. (A suivre.) 
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ETUDE PAR LA METHODE DES PLAGES 
DU VIRUS APHTEUX (TYPE C) EN COUCHE 
MONOCELLULAIRE DE REIN DE PORCELET 


par K.S. KHERA et J. MAURIN (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D® P. Lipine}) 


La technique de production de plages par un virus, dans des 
cultures de cellules en couches d’une seule assise, offre une possi- 
bilité d’étude du systéme hdéte-virus dans un sens analogue a celui 
utilisé depuis longtemps pour les virus des bactéries (bactério- 
phages). Cette méthode employée pour d’autres virus. (Dulbecco, 
1952 ; Hsiung et Melnick, 1955; Kaplan, 1957) a été appliquée 
au virus aphteux par Seller (1955), qui a montré qu'il existe une 
relation linéaire entre le nombre des plages et la dilution du 
virus. Bachrach et coll. (1957) ont titré des échantillons a diffé- 
rents intervalles dans une culture de rein de veau dont toutes 
les cellules paraissent infectées simultanément. La courbe de 
croissance ainsi tracée montre que le type A du virus aphteux 
a un titre maximum onze heures trente apres Vinfection, la période 
de latence étant de deux heures trente. Une cellule infectée donne 
en moyenne 370 unités infectieuses. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


1° CeLLtuLes. — On préléve sur des porcelets, agés de 20 4 
40 jours, les reins et on les trypsine suivant la technique de 
C. Rappaport (1956). Les cellules ainsi libérées sont lavées trois 
fois. Le culot de la derniére centrifugation est dilué au 1/25 dans 
le milieu nutritif et on y ajoute 10 ml de solution a 5 p. 100 
d’extrait de levure. La suspension cellulaire est gardée 4 +4°C; 
au bout de trois ou quatre jours, aprés une légore centrifugation 
on élimine Je liquide surnageant et le culot de cellules est remis 
en suspension. Cette suspension est alors répartie dans les flacons 
de cultures. Le tapis cellulaire est continu au bout de six ou sept 
jours. Cette technique permet d’éliminer des cultures cellulaires 


(*) Manuscrit recu le 9 juin 1988. 
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un grand nombre de fibroblastes, permettant la prépondérance 
des cellules épithéliales. 


2° Miriev. — Le milieu employé pour la croissance des cellules 
rénales de porcelet est composé d’une solution tamponnée de 
Earle (1943), additionnée de 0,5 p. 100 d’hydrolysat de lactalbu- 
mine, avec des antibiotiques (200 U.O. de pénicilline et 50 pg 
de streptomycine par millilitre de milieu). Les détails de prépa- 
ration de ce milieu ont déja été décrits par Guillot (1957). 


3° Virus. — Virus aphteux type C (1), souche entretenue sur 
cobaye, puis passé plusieurs fois en cultures de reins de porcelet 
avant son utilisation. 


4° VerRERIE. — Notre méthode s’inspire de la technique sim- 
plifiée décrite par Hsiung et Melnick (1955) qui, par l’utilisation 
de flacons bouchés, évite l’emploi d’étuves 4 CO, ou de milieu 
au tris(hydroxyméthyljaminométhane. Nous avons utilisé des 
flacons du commerce en verre neutre, fabriqués pour l’usage 
pharmaceutique, a quatre faces planes dont deux de 13 x 5,3 cm, 
de capacité 250 ml. Ils nous ont donné d’excellents résultats : la 
croissance des cellules rénales de porcelet est meilleure dans ces 
flacons que dans les boites de Roux ou de Kolle en verre pyrex. 


5° GELOSE NUTRITIVE. — On mélange, a parties égales, une 
solution stérile de gélose 4 3 p. 100 dans Veau bidistillée, fondue 
et maintenue a 44° C, avec le milieu ci-dessus deux fois concentré, 
puis on ajoute 6 p. 100 de sérum de pore et un colorant vital, 
le rouge neutre, 4 raison de 0,004 p. 100 en concentration finale. 

Pour titrer le virus par la méthode des plages, nous nous 
servons de cultures agées d’environ 7 ou 8 jours; le liquide 
nutritif est enlevé a la pipette et les cultures sont inoculées en 
déposant 4 leur surface 0,1 ml de la dilution appropriée de sus- 
pension virale. Puis, on remet les cultures pendant une heure 
dans l’étuve a 87° C pour permettre la pénétration du virus dans 
les cellules. Aprés quoi on coule a la surface des cellules 6 ml 
de la gélose nutritive décrite plus haut. Une fois le milieu solidifié, 
on met les flacons a l’étuve 4 37° C, aprés les avoir retournés, 
de fagon que les cellules se trouvent désormais a la face supé- 
rieure. La lecture est faite aprés quarante-quatre et soixante-huit 
heures d’incubation. 


(1) Le virus aphteux type C et le sérum correspondant nous ont été 
trés aimablement fournis par le professeur Verge, du Laboratoire Cen- 
tral de Recherches Vétérinaires d’Alfort, que nous tenons A remercier 
ici. 
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RESULTATS. 


1. Morpnotocic pes pLaces. — Dans une culture infectée dans 
ces conditions par le virus aphteux, les plages, entourées des 
cellules vivantes colorées par le rouge neutre, apparaissent blan- 
chatres et de forme circulaire avec des limites irréguliéres. Leur 
aspect et leur nombre varient avec la durée d’incubation; on 
peut les distinguer a l’ceil nu, aprés trente heures de séjour 
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a Pétuve & 37°C; leur nombre s’accroit jusqu’a la soixante- 
huitiéme heure ; par la suite, il reste constant. Pendant le méme 
temps, la taille des plages croit; elles finissent par devenir 
contluentes, ct finalement on observe la destruction compléte du 
tapis cellulaire. 

Sous le microscope, on peut voir le centre occupé par des 
débris cellulaires, puis vers la périphérie on observe des cellules 
arrondies, ensuite desi cellules dilatées, qui séparent la plage 
nécrosée des éléments vivants. Le bord des plages est défini et 
irrégulier. L’étude au microscope permet de penser que cette 
irrégularité des bords des plages peut ére due a la libération 
continue de virus a partir des cellules infectées et 4 son absorp- 
tion par les cellules voisines. Les cellules ainsi infectées sont 
progressivement nécrosées l'une aprés l’autre. 

A Vocecasion de ce travail, nous avons cherché a mettre en 
évidence une éventuelle différence dans l’aspect ou la taille des 
plages, qui permettrait de distinguer ce type de virus (C) des 
deux autres, c’est-a-dire O et A. En fait, nous n’avons pas 
constaté de différence significative dans ce domaine. 

On considére généralement les plages comme des phénoménes 
spécifiques imputables au virus. Nous partageons cette opinion, 
car nous avons constalé que : 

1° On ne peut pas les observer dans les cultures témoins non 
infectées ; 

2° La neutralisation préalable du virus par un sérum anti 
entraine leur inhibition totale ; 

3° On réussit réguliérement 4 isoler le virus a partir d’une 
seule plage. 


II. AssoRPTION DU VIRUS SUR GOUCHE MONOCELLULAIRE. — On 
infecte simultanément 7 flacons de cultures avec la méme quantité 
de virus, la dilution ayant été calculée pour obtenir environ 
80 plages par flacon. Les cultures sont mises a l’étuve a 387° C. 
Puis les flacons sont retirés un par un, a différents intervalles 
de temps. Le liquide surnageant infectieux est rejeté, et on lave 
avec du milieu nutritif ; on recouvre alors le tapis cellulaire avec 
la gélose chauffée a 44°C suivant la technique décrite précé- 
demment. On traite ainsi toutes les cultures, qui sont ensuite 
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remises a l’étuve. Apres un temps convenable d’incubation, on 
compte le nombre de plages dans chacune de ces cultures. 

Le tableau I indique le nombre de plages dans chaque culture 
apres le temps de contact avec la suspension virale. 


Tinresu I. — Absorption du virus aphteux type C sur couche 
monocellulaire. 


Nombre des plages dans 
la culture infectée 


Duré d'absorption 
du_virus 


s 
f 


5 minutes 
15 minutes 
30 minutes 
45 minutes 
60 minutes 
90 minutes 


120 minutes 


Au cours des trente premiéres minutes de contact entre les 
cellules et la suspension virale, le virus est absorbé rapidement, 
puis pendant les trente minutes suivantes, la vitesse d’absorption 
diminue. Ensuite le virus continue 4 pénétrer dans les cellules, 
mais & des taux trés bas. 


III. — VALIDITE DE LA TECHNIQUE DES PLAGES POUR LE TITRAGE DU 
VIRUS APHTEUX. — On appelle « unité infectieuse » la plus petite 


quanlité de produit virulent nécessaire pour la formation d’une 
plage. Par une analyse plus approfondie, on voit que lunité 
infectieuse est en réalité constituée par un certain nombre de 
particules dont la présence est nécessaire pour provoquer |’infec- 
lion. Pour connaitre le rapport entre le nombre d’ « unités infee- 
tieuses » (U. I.) et la dilution de la suspension virale, on a pra- 
tiqué les expériences suivantes, dont les résultats sont rapportés 
dans le tableau II. 

Ces expériences ont été répétées de nombreuses fois, et Yon a 
toujours obtenu les mémes résultats. On voit que, dans ces cas, 
la relation entre le nombre de plages et la concentration du virus 
est linéaire (fig. 1). 

Ellis et Delbrtick (1938), Luria (1940) et Dulbecco et Vogt (1954), 
recourant au procédé statistique, ont déja montré que si le nombre 
de lésions (vésicules ou plages) est une fonction linéaire de ta 
concentration du virus, c’est qu’une lésion est produite par une 
seule particule infectante du virus. L’application de cette théoric 
pourrait étre étendue au virus que nous ¢tudions ici 
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Tasreau Il. — Titrage du virus aphteux (C) sur culture rénale de 
porcelet par la méthode des plages ; nombre de plages a chaque 
dilution. 


n2 de 1' dilution du nombre de plages nombre titre du 
expérience virus(0,1 m1) dans chaque flacon } moyen de virus 


plages U.I./m1 


confluentes 


confluentes 
88 = 90 
DD 3%, 
4-2 
0-0 


confluentes 


confluentes 


49 - 46 - 43 - 42 


En comparant les titres que nous avons obtenus par la méthode 
des plages avec ceux que nous ont donnés l’inoculation paralléle 
de tubes de cultures cellulaires et de souriceaux, nous avons pu 
déterminer le rapport existant entre les résultats de ces trois 
différents procédés. Le titre infectieux sur souriceaux est déter- 
miné selon la technique de Skinner (1951) et les résultats sont 
interprétés suivant la méthode de Reed et Muench (1938). Le 
tableau III montre la relation étroite qui existe entre les résultats 
des trois méthodes de titrage. En fonction des données de ces 
expériences, il semble bien que |’on puisse remplacer le titrage 
sur souriceaux par le tilrage par la technique des plages. 


IV. ETuDE DE LA COURBE DE CROISSANCE DU VIRUS APHTEUX EN 
COUCHE MONOCELLULAIRE. — On choisit deux cullures dgées de 
10 jours ; lune est trypsinée pour évaluer le nombre de cellules 
selon la méthode de Sanford et coll. (1951), basée sur l’appré- 
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ciation du nombre des noyaux, tandis que l’autre est recouverte, 
aprés rejet du milieu, de 5 ml d’une suspension virale non diluée, 
a pil 7lode:. tiine= plages 3 37 x 10° U. I./ml (passage n° 23). Apres 
un temps de contact de quatre- vingt- -dix minutes, qui jassure 
l’'infection de toutes les cellules sensibles, la culture inoculée est 
lavée deux fois avec 8 ml de milieu nutritif. On dépose ensuite 
20 ml de milieu neuf, a pH 6,9, sur la surface infectée et l'on 
remet a l’étuve a 37° C. De temps en temps on préléve et on titre 


100 


80 


60 


NOMBRE DE PLAGES 


40 


20 


>< 
Sees CONCENTRATION RELATIVE DU VIRUS 


OES aal0) 20 30 40 50 60 70 80 90. 6100 
Fic. 1, — Relation linéaire entre Je nombre de plages et la concentration relative 


du virus aphteux type C. Les points représentent les mesures des expériences 
n° J, Ii, TI du tableau II. 


des échantillons de 0,1 ml, de maniére a suivre la multiplication 
du virus. On maintient un volume constant dans le flacon, en 
ajoutant aprés chaque prélévement 0,1 ml de milieu neuf. En 


Tasreau II. — Titrages comparatifs du virus aphteux sur culture 
tissulaire par la méthode des plages et sur souriceaux. 


n¢? de l' type du Dea. D.T.C.T.. 50% dilution infectante 
~ expérience virus sur _tubes ae pour 50% des 
Souriceaux 
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outre, on examine rapidement, sous le microscope, l'état de la 
culture pour étudier la relation entre l’altération morphologique 
des cellules et la multiplication du virus. Aprés sept heures de 
cette observation on lave la culture infectée avec de l’eau physio- 
logique et on estime, par la méthode de Philips et Terryberry 
(1957) a ’érythromycine B, le nombre de cellules viables et résis- 
tant a infection (fibroblastes et cellules épithéliales). 

Les résultats sont représentés au moyen d’une courbe (fig. 2). 

I] est probable que le tapis cellulaire est constitué par une 


eee aa ok eee 


we ° posuals de deux ; 
e experiences di rentes 

% 100+ 4100 

z 
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a 

Ww 
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= 

a 
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a 
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a 40 40 
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| Co Rei LE ea Rie TEE) 
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~-—_—_— 
période de latence 
minimoale 


Fic. 2. — Courbe de croissance du virus aphteux type C en culture cellulaire, mon- 

trant les résultats de deux expériences. Les cellules sont infectées & raison de 50 U. I. 

par cellule. La période de latence minimale de deux heures trente est suivie par 
la période de multiplication. Une cellule infectée libtre en moyenne 102 U. I. 


population hétérogéne et que la période de latence varie avec 
chaque cellule. Nous appelons « période de latence minimale », le 
plus court intervalle de temps s’écoulant entre la fixation du virus 
sur la cellule et sa libération aprés qu’il s’y est multiplié. D’aprés 
nos expérience cette durée est de deux heures trente. 

La période de multiplication s’observe pendant trois heures 
trente aprés la période de latence minimale. Au bout de ce temps 
nous avons noté un titre maximum de 17 x 10%. Une cellule infectée 
donne en moyenne 102 unités infectieuses. 

Au-dela de la sixiéme heure le titre du virus aphteux baisse 
par suite de l’inactivation a la température de I’étuve. 


564 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


DISCUSSION. 


La vitesse de fixation du virus aphteux dans les cultures en 
couches monocellulaires de rein de porcelet correspond pratique- 
ment a celle rapportée par Bachrach et coll. (1957) pour les 
cellules de rein de veau, alors que, d’autre part, la fixation du 
virus sur les cellules épithéliales en suspension préparée a partir 


Fic. 3. — Image de plages oblenues quatre-vingt douze heures aprés l'infection 
de la culture. 


de langue de boeuf est comparalivement plus rapide (Cartwright 
et coll., 1957). Il est cependant intéressant de remarquer que ces 
trois types différents de cellules-hotes présentent une caractéris- 
tique commune : la durée de la période de latence est la méme 
pour les trois : deux heures trente. 

L’étude de la courbe permet de constater qu’aprés la fin de ta 
période de latence minimale, la production de virus se fait A une 
vitesse progressivement croissante pendant une heure trente; il 
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y a, a ce moment, dans le liquide surnageant, équivalent de 

8 p. 100 de la production totale, et c'est a cette portion de courbe 
que nous avons donné le nom ‘de courbe de déve loppement preé- 
maximate. I] est a noter que la production de virus au cours 
de cette période n’est pas proportionnelle au temps. On peut attri- 
buer a une ou plusieurs des trois raisons suivantes, la forme 
générale de la courbe de développement prémaximale : 

1° La quantité de virus libéré par Jes cellules, prises isolément, 
croit avec le temps ; 

2° Le nombre de cellules libérant du virus croit avec le temps ; 

3° La population cellulaire constituant la couche est un mélange 
hétérogéne de cellules, qui ont des périodes de latence variable. 

Si, au contraire, l’on suit la courbe dans l’intervalle de quatre 
heures a cing heures quarante, on peut constater qu’alors la 
libération du virus se poursuit & une vilesse constante, et que 
sa production, en fonction du temps, est réguliére. Une étude 
attentive de la courbe montre qu’en ce qui concerne la croissance 
du virus au cours de cette phase de multiplication, la culture, 
bien que constituée d’un mélange de différents types cellulaires 
(xhera, 1958), se comporte pourtant, du point de vue quantitatif, 
de maniére homogéne. Ce comportement, comme celui de la 
période de latence, tient probablement a une propriété particu- 
hiére inhérente au virus lui-méme, propricté qui joue un réle au 
cours du développement viral. 

Nous avons donné comme titre maximum au bout de six heures 
une valeur de 17 x 10° unités infecticuses et comme moyenne 
d’U. I. produites par une seule cellule, celui de 102. Nous ne 
connaissons pas la contribution particuliére de chaque type de 
cellule, et nous supposons que les fibroblastes n’ont aucun role 
dans Ja multiplication du virus aphteux C. 

Nous avons déja indiqué le résultat des altérations morpholo- 
giques de la culture en fonction du titre du virus dans le liquide 
surnageant (KKhera, 1958). Bornons-nous seulement a rappeler ici 
que les lésions apparaissent dans les cellules au moment de !a 
libération du virus; les effets cytopathogénes typiques se mani- 
festent en méme temps que croit le titre du virus. 


RasumMe. 


1° Les plages sont des phénomeénes spécifiques imputables au 
virus aphteux. 

2° Au cours des trente premiéres minutes de contact entre les 
cellules et la suspension virale, le virus type C est absorbé rapi- 
dement, puis pendant les trente minutes suivantes, la vitesse 
@absorption diminue. Ensuite le virus continue a pénétrer dans 
les cellules, mais a des taux trés bas. 
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3° La relation entre le nombre de plages et la concentration du 
virus aphteux pour le type C est linéaire. 

4° Pour le virus aphteux type ©, il y a un rapport étroit entre 
le « titre-plage » et le « titre-souriceaux ». 

5° L’étude de la courbe de croissance du virus en couche mono- 
cellulaire met en évidence les points suivants : période de latence 
minimale, deux heures trente ; période de multiplication, trois 
heures trente ; titre maximum, 17 x 10° unités-plages ; une cellule 
infectée donne, en moyenne, 102 unités infectieuses. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS (TYPE C) 
IN SWINE KIDNEY MONOLAYER TISSUE CULTURES 
BY PLAQUE ASSAY METHOD. 


1. Evidence has been given that the plaques are due to the 
specific action of the virus. 

2. Experiments on the single cell layer cultures showed that, 
during the first 30 minutes the rate of absorption of the virus 
was rapid, which during the following 30 minutes diminished ; 
the fixation of the virus, however, continued for an other hour 
but at a low pace. 

3. Results of several experiments led us to conclude that the 
relation between the number of plaques and the relative concen- 
tration of the virus was, in fact linear. 

4. The « plaque-titre » and the « mouse-titre » of the virus 
corresponded closely thus pleading in favour of plaque count as 
an efficient and reliable assay technique for this virus. 

5. Studies of the one-step-growth experiments with the virus 
showed that the minimum latent period was 2 1/2 hours, period 
of active multiplication extended over 3 1/2 hours, maximum 
titre recorded in our cultures was 17 x 10° Plaque-Forming-Units 
per ml, and one infected cell on the average gave 102 PFU. 
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UN MILIEU SELECTIF PERMETTANT 
L‘IDENTIFICATION ET LE DENOMBREMENT 
RAPIDES DE STREPTOCOCCUS FAECALIS 


par Pierre MORELIS et Louis COLOBERT (*) 


(avec la collaboration technique de René GROSJEAN 
et de Joseph SERERO). 


(Laboratoire de Bactériologie de la Section Technique 
de Recherches et d’Etudes des Services de Santé des Armées, 
108, boulevard Pinel, Lyon) 


Parmi les germes dont la présence dans une eau ou un produit 
alimentaire peut étre rapportée a une contamination fécale, se 
situent certains streptocoques, hdtes habituels de l’intestin humain 
ou animal, caractérisés par leur appartenance au groupe séro- 
logique D de Lancefield {49] (1) et par leur résistance aux condi- 
lions hostiles telles que les définissent les criteres de Sherman [34]. 
On a pris Vhabitude de grouper ces streptocoques sous le nom 
d’entérocoques. Malheureusement, cette dénomination est devenue 
une source d’équivoque, car certains auteurs étendent a l’excés 
l’acception de ce terme en en faisant un synonyme de strepto- 
coque fécal ; pour notre part, nous lui conservons son sens res- 
ireint qui, pratiquement, s’applique exclusivement aux espéces 
Streplococcus faecalis dans toutes ses variétés et Streptococcus 
durans. 

Des nombreuses études se rapportant a la signification de !a 
présence des entérocoques dans l’eau, il ressort que ces derniers 
constituent un test fidéle de contamination fécale ou de risque 
de contamination fécale [captages mal protégés] (2). Leur survie 
dans le milieu extérieur, plus courte que celle des Eschericheae, 
mais plus prolongée que celle de germes pathogénes, nolamment 
des Salmonella, en fait un signe de pollution fécale récente, ce 


(*) Manuscrit recu le 16 juin 1958. 

(1) La bibliographie paraitra avec le second mémoire. 

(2) On trouvera dans Ja thése de l’un de nous [23] un exposé biblio- 
graphique détaillé. 
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qui confere un intérét particulier A leur recherche ; maiheureuse- 
ment, l'accord n’est pas fait au sujet de la valeur pratique de 
celle-ci, certains auteurs estimant que la sensibilité de l’épreuve 
est trop faible, en tout cas trés inférieure a celle de la recherche 
Escherichia coli qui se rencontre toujours en quantité beau- 
coup plus élevée dans les eaux polluées. En réalité, il semble 
bien que ce reproche, dans de nombreux cas au moins, tient 
a la nature des milieux sélectifs d’isolement utilisés, qui laissent 
végéler seulement certaines variétés particuliérement endurantes 
de St. faecalis, et encore a condition que leur vigueur n’ait pas 
été altérée. On en est venu ainsi a améliorer les techniques d’iso- 
lement par des manceuvres de revigoration [7], qui, si elles se 
révélent trés efficaces, les compliquent considérablement et les 
rendent trés onéreuses. Dans ces conditions, il nous parut utile 
de cherche & mettre au point une méthode stre, aussi simple, 
économique et sensible que possible, pour l’isolement et le dénom- 
brement des entérocoques dans |’eau et les produits alimentaires. 


I. — Mise AU POINT DUN MILIEU SELECTIF 
PREMIERE MANIERE. 


L’utilisation du nitrure de sodium, dont l’efficacité a fait ses 
preuves pour la sélection des entérocoques, nous a paru a priori 
préférable 4 d’autres antiseptiques. Des essais préliminaires nous 
ayant montré que sur des milieux solides, Si. faecalis (certaines 
souches au moins) se développe sur des milieux contenant 3 g 
et plus de nitrure de sodium par hire, nous avons, au début de 
nos recherches, adopté la concentration de 2 ¢@ par litre, soit une 
concentration quatre fois plus importante que celle utilisée dans 
les milieux du type Hajna-Perry [47] et dix fois supérieure a celle 
utilisée par beaucoup d'autres auteurs. Enfin, nous avons égale- 
ment arbitrairement fixé le pH a 9,3; pour le maintenir a cette 
valeur avec une précision suffisante, nous avons tamponné le 
milieu par adjonction de glycocolle. Afin de faciliter l’identifica- 
tion des entérocoques, nous nous sommes proposé de meltre 
a profit leur propriété de produire une coloration noire par 
Vattaque de l’esculine en présence de fer, 

Partant de ces données, la composition de ce milieu initial fut 
la suivante : peptone Vaillant 5 B (8), 10 g ; glycocolle, 5 g ; gélose 
en poudre, 16 g3; eau distillée, 800 cm’. 

A cette premiére solution préparée 4 chaud, dont le volume 
était exacement amené a 800 cm® et le pH a 9,3 par addition 
de soude, on ajoutait alors la solution suivante préparée a part 


(3) Laboratoire Vaillant-Defresne, 77, rue Falguiére, Paris (XV°). 
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et tiédie : nitrure.de sodium, 2 g; esculine, 1 g; citrate de fer 
ammoniacal, 2 ¢; eau distillée, 200 cm’. 

La stérilisation du mélange était obtenue par autoclavage a 115° 
pendant vingt minutes. 


Ce milieu s’est avéré fortement hostile a l’égard des germes 
d’épreuve ensemencés en surface: Escherichia coli, Bacillus 
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens sont com- 
plétement inhibés ; Staphylococcus aureus y végéte maigrement, 
mais ses colonies n’attaquant pas Vesculine ne s’entourent pas 
du halo noir qui se développe autour des colonies d’entérocoques. 


Afin d’étudier la valeur de ce milieu, on y a ensemencé des 
émulsions de féces humaines et identifié les colonies qui s’y sont 
développées aprés incubation a 37°; parallélement, les mémes 
émulsions ont servi & ensemencer des tubes de milieu de Hajna- 
Perry que l’on a incubés quarante-huit heures 4 45°5; au bout 
de ce temps on a isolé sur gélose nutritive les germes qui s’y 
sont développés et on a procédé a leur identification. Dans ces 
conditions, sur 67 féces examinées, on a trouvé que les seuls 
germes qui se sont développés étaient bien des entérocoques, ainsi 
qu’en témoignent leurs caractéres morphologiques, leur résistance 
aux épreuves d’hostilité de Sherman, l’appartenance au groupe D 
de Lancefield et le développement en présence de tellurite de 
potassium a la concentration de 1/15 000. Mais l’examen des 
autres caractéres a montré qu'il existait de profondes différences 
entre les souches isolées sur le milieu a l’esculine et celles isolées 
sur le milieu de Hajna-Perry. Dans le premier cas, les souches, 
dans leur ensemble, poussaient en présence de tellurite de potas- 
sium 4 la concentration de 1/2 500, fermentaient le sorbitol, mais 
ne fermentaient pas l’arabinose, et ne possédaient qu’un faible 
pouvoir réducteur. Dans le second cas, au contraire, les souches, 
dans leur ensemble, présentaient les caractéres exactement 
inverses. Si l’on se rapporte aux conclusions de Skadhauge qui 
a proposé de distinguer deux espéces a l’intérieur de V’espéce 
St. faecalis [86], le second type correspondrait A St. faecium et 
Vautre 4 St. faecalis (proprium). 

Cetle sélectivité des deux milieux étudiés a été confirmée de 
la maniére suivante: on a ensemencé directement le milieu a 
Vesculine avec le contenu de 15 tubes du milieu de Hajna-Perry, 
eux-mémes ensemencés avec des émulsions de selles humaines et 
qui étaient présumés contenir des entérocoques du fait qu’ils 
avaient poussé et viré de couleur aprés incubation convenable. 
Dans ces conditions, des colonies s’entourant d’un halo noir ne 
sont apparues que sur 5 boites. D’autre part, en essayant de faire 
cultiver sur le milieu a Vesculine 100 souches d’origine trés 
diverses, 72 seulement se sont développées en noircissant Je 
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milieu, 26 ne se sont développées qu’avee difficulté sans noir- 
cissement et 2 n’ont pas poussé du tout. Un examen plus appro- 
fondi a montré que les 28 souches rebelles appartenaient au 
type faecium ou s’en rapprochaient ; en effet, 26 des 28 souches 
ne poussaient pas en présence d’une concentration de 1/2 500 
de tellurite de potassium, 13 réduisaient le lait tournesolé avant 
de provoquer l’acidification ou la coagulation, toutes sauf 3 fer- 
mentaient l’arabinose, 6 souches seulement donnaient des colonies 
rouges sur le milieu au tétrazolium de Barnes [2], 3 seulement 
fermentaient le sorbitol, et enfin 7 seulement possédaient une 
activité tyrosine-décarboxylasique importante. Il faut noter cepen- 
dant la présence parmi ces 28 souches d’un St. faecalis de ta 
variélé liquefaciens (souche VGB fournie par Miss Barnes). 

On trouve ainsi la confirmation que, dans les conditions d’utili- 
sation qui furent les ndtres, le milieu de Hajna-Perry est un 
milieu peu sensible, puisqu’il ne sélectionne que certains types 
a lVintérieur de Vespéce St. faecalis. D’autre part, il est évidem- 
ment nécessaire, pour pouvoir perfectionner le milieu d’isolement 
a Vesculine, de décider quels types d’entérocoques doivent étre 
retenus comme témoins particuliérement significatifs de pollution 
fécale : le type faecalis proprium, le type faecium ou l’espéce 
St. faecalis tout entiére, groupant notamment les deux types pré- 
cédents. Nous avons done procédé a étude systématique des 
caractéres de nombreuses souches isolées dans des conditions 
aussi diverses que possible, afin de juger d’abord si, au point 
de vue taxonomique, la subdivision de l’espéce unitaire Sf. /ae- 
calis, en deux espéces, est judicieuse. 


Il. — Erupr sySTEMATIQUE DES CARACTERES 
pe 175 sOUCHES D ENTEROCOQUES. 


Parmi les 178 souches étudiées, 67 ont été isolées a partir 
d’excréments humains, 62 a partir d’excréments animaux, 22 
a partir de produits pathologiques et 16 4 partir des eaux du 
puits n° 5 a Vusine d’épuration des eaux du Rhone, a Caluire. 
Parmi les souches d’origine humaine, 85 ont été isolées au 
moyen du milieu Hajna-Perry et les 32 autres sur notre milieu 
a lesculine premicre maniére. Les souches d’origine animale ont 
été isolées a partir de féces recueillies par écouvillonnage rectal, 
46 sur milieu de Hajna-Perry et les 16 autres sur le milieu a 
lesculine. Ces souches se répartissent de la facon suivante : 
18 proviennent d’excréments de vache, 15 de ceux de porc, 7 de 
ceux de chévre, 6 de ceux de lapins, 4 de ceux de mouton et 
2 de ceux de veau. Dans tous les cas, une souche unique a été 
prélevée par animal, afin de diminuer au maximum le risque 
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d’isoler deux fois la méme souche; il est remarquable que sur 
les 173 souches isolées, il n’y en a pas deux qui soient identiques. 

Les souches ont été conservées sur gélose nutritive ordinaire 
en tubes capuchonnés et repiquées tous les deux mois. En outre, 
un certain nombre d’entre elles ont été conservées par lyophili- 
sation. 


Or 


CARACTERES MORPHOLOGIQUES. — Sur gélose ordinaire incubée 
a 37°, les colonies atteignent en moyenne 1 mm de diameétre en 
vingt-quatre heures et 2 mm en quarante-huit heures ; la plupart 
apparaissent brillantes, transparentes sur leurs bords et laiteuses 
en leur centre, mais certaines souches donnent des colonies entié- 
rement transparentes; nous reviendrons sur ces différences 
aspect lors du l’étude de Vhémolyse, car elles sont plus mar- 
quées sur gélose au sang. 

En culture sur bouillon, il se forme un dépét assez abondant, 
visqueux, s’élevant en vrille lorsqu’on J’agite, le liquide surna- 
geant restant limpide ou faiblement trouble. 

L’examen au microscope apres coloration de Gram, pratiqué 
sur des cultures sur bouillon, montre que les germes se présentent 
sous forme de diplocoques A Gram posilif, ovales, isolés ou en 
chainettes irréguhéres, généralement de 6 4 8 éléments, mais 
parfois plus longues. 

Aucune des souches d’entérocoques étudiées ne sest 1 
mobile {45], ni lors de l’examen direct, ni par ensemenc 
sur gélose molle. 


LEs TESTS DE SHERMAN. — L’épreuve de résistance A Ja chaleur 
a été pratiquée de la maniére préconisée par Nyman (24). Cing 
souches seulement, qui, au demeurant, ont bien les caractéres des 
entérocoques, n’ont pas résisté a l’épreuve ; 3 d’entre elles pro- 
viennent d’excréments de vaches, 1 d’excréments de cobaye, 1 de 
feces humaines, 1 provient d’une hémoculture dans un cas d’endo- 
cardite. Il faut noter que, pour certaines souches provenant 
principalement de féces animales, cette résistance n’a pu étre mise 
en évidence qu’aprés répétition de l’épreuve. Cette inconstance 
a été signalées par d’autres auteurs [82, 36] et White [44] a 
observé des variations considérables de la résistance a la chaleur 
en fonction de l’age des cellules et de la température d’incu- 
bation préliminaire. 

La culture a 45° a été pratiquée par ensemencement sur 5 cm? 
de bouillon ordinaire, de II gouttes d’une préculture de 24 heures 
sur bouillon. Les tubes ont été placés dans un bain-marie chauffé 
a 45° et les résultats lus aprés quarante-huit heures. Toutes les 


souches a l'exception de 7 se sont développées dans ces condi- 
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tions. Les 7 souches défaillantes avaient été isolées d’excréments 
de pores et de vaches. 

L’épreuve de la cullure sur milieu contenant 65 p. 1000 de 
chlorure de sodium a été réalisée en ensemengant II gouttes de 
culture de 24 heures sur bouillon ordinaire dans un tube conte- 
nant 10 cm’ du bouillon nutritif ordinaire addilionné de sel a cette 
concentration. Toutes les souches étudiées s’y sont développées 
en vingt-quatre heures en donnant un léger dépdt au fond du 
tube. 


Le mileu a pH 9,6, que nous avons utilisé, est constitué par 
du bouillon ordinaire tamponné par du glycocolle a raison de 
5 g p. 1 000 [83]. Toutes les souches a l'exception de deux s’y 
sont développées, habituellement de maniére plus abondante que 
sur le milieu hypersalé. 

Le milieu 4 40 p. 100 de bile est constitué par de l'eau 
peptonée a laquelle on ajoute de la bile de bceuf [39]. Aprés 
vingt-quatre heures d’incubation a 37°, toutes les souches s’y 
développerent. 

La résistance au tellurite de potassium a été éprouvée, d’une 
part, en milieu liquide, d’autre part, en milieu solide. La compo- 
sition du premier est la suivante : peptone Vaillant 5B, 10 ¢; 


>? 
lactose, 5 g; phosphate disodique, 5 g; eau, 1000 cm*. La 
solution de tellurite fut préparée a part par dissolution dans l’eau 
stérile sans autoclavage ultérieur (le tellurite se décompose 
au-dessus de 50°) et ajoutée de facon a obtenir exactement une 


concentration finale de 1 p. 2500. 


Les souches qui se développent dans ce milieu donnent un 
abondant dépét noir et un noircissement diffus du milieu surna- 
geant. Mais comme méme les germes sensibles au tellurite pro- 
voquent la formation d’un dépét plus ou moins abondant au fond 
du tube, il est, dans la pratique, difficile de différencier les 
souches résistantes des souches sensibles. En revanche, cette dis- 
tinction est beaucoup plus aisée si l’on emploie un milieu solide 
qui n’est autre que le milieu liquide gélifié par l’adjonction de 
16 g d’agar-agar par litre. C’est au moment de couler que !e 
tellurite de potassium est ajouté au mileu encore fluide, mats 
refroidi au-dessous de 50°. Dans ces conditions, les souches 
résistantes forment des colonies noires brillantes, alors que les 
souches sensibles ne se développent pas ou donnent des colonies 
trés maigres, de couleur blanchatre. On a observé que 35 des 
67 souches retirées des excréments humains se sont développées 
sur le milieu solide, tandis que seulement 18 des 62 souches 
d’origine animale l’ont fait. De méme, 20 des 22 souches isolées 
a partir de produits pathologiques se sont montrées capables de 
pousser vigoureusement sur ce milieu. 
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Le test du développement dans du lait contenant 0,1 p. 100 
de bleu de méthyléne a été réalisé de la fagon suivante : dans 
des tubes contenant 9 cm? de lait frais, écrémé et neutralisé, on 

a ajoulé au moment de l’emploi 1 cm’ d'une solution stérile de 
bleu de méthyléne a 1 p. 100. Les tubes furent incubés a 387° 
aprés ensemencement. La réduction, lorsqu’elle se produit, débute 
vers la quatriéme heure et se manifeste d’abord au fond du tube, 
de sorte que finalement les souches fortement réductrices ne 
laissent subsister qu’une collerette bleue en surface. La coagu- 
lation éventuelle se manifeste plus tardivement, quoique de fagon 
variable, en général vers la vingt-quatriéme ou la quarante- 
huitiéme heure. Elle s’accompagne d’une réduction intense, qu’! 
convient de bien distinguer de celle se produisant avant la coagu- 
lation, sous peine de risquer de considérer ae réducteur un 
germe qui ne lest pas ou trés faiblement [36]. Dans notre étude, 
il s’avere que les souches qui n’ont pas réduit le lait au bleu 
de méthyléne se sont rencontrées principalement parmi les enté- 
rocoques isolés de féces animales. 

La culture en lait tournesolé permet d’apprécier le pouvoir 
réducteur concurremment a celle en lait au bleu de méthyléne ; 
cependant, on ia constaté que quelques souches, qui n’ont pas 
réduit ce dernier, ont décoloré le lait tournesolé; de plus la 
réduction du tournesol, chez les souches fortement réductrices, 
précéde Vapparition de la coagulation et de l’acidification. 

La réduction du 2.3.5.triphényl-tétrazolium a été éprouvée sur 
le milieu de Miss Barnes [2]. Cet auteur a établi que le pH le 
plus favorable pour permettre la discrimination entre les souches 
réductrices et non réductrices se situait dans une zone étroite, 
entre 6,0 et 6,2. Comme le potentiel d’oxydo-réduction varie 
fortement avec des variations minimes du pH, il nous a paru 
nécessaire de tamponner le milieu par l’addition de phosphate. 
Le milieu que nous avons finalement utilisé est le suivant : macé- 
ration de viande de beeuf, 1 000 em*; peptone Vaillant 5 B, 10 ¢; 
chlorure de sodium, 5 g; phosphate monopotassique, 7,260 ¢ ; 
phosphate disodique, 4,776 g ; gélose en poudre, 16 g. Le milieu 
réparti 4 raison de 96 cm* par flacon fut autoclavé vingt minutes 
a 115°. Dans le milieu, refroidi aux alentours de 50°, on ajoute 
stérilement par flacon 3, 3 cm’ de solution de glucose 4 30 p. 100, 
puis 1 cm? de solution a 1 p. 100 de 2.3.5.triphényl- tétrazolium 
préalablement stérilisée par un chauffage de trente minutes a 
vapeur fluente. Dans ces conditions, les ‘souches qui réduisent le 
tétrazohum en son dérivé le formazan produisent des colonies 
rouge cerise, alors que les souches faiblement ou non réductrices 
Fagen des colonies rose pale ou blanches. 

Pour l'étude des fermentations, les glucides ont été utilisés 

la concentration de 0,5 p. 100 (1 p. 100 pour le mannitol) en 
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eau peptonée, le bleu de bromothymol étant employé comme indi- 
eateur. Les résultats sont indiqués dans les tableaux. 


‘La liquéfaction de la gélatine a été étudiée pour la totalité 
des souches, elle a été observée chez 10 d’entre elles : 5 prove- 
nant d’excréments animaux, 1 d’excréments humains, 3 de pro- 
duits pathologiques, enfin la derniére : la souche faecalis lique- 
faciens VGB, nous a élé procurée par Miss Barnes. 

‘La coagulation du lait a été étudiée par la méthode de 
C. Gorini [44], plus sensible que le procédé habituel d’inoculation 
directe dans le lait. Elle consiste 4 verser le lait sur une culture 
bien développée sur gélose inclinée, puis a placer les tubes hori- 
zontalement dans une étuve a 87°. La coagulation s’est manifestée 
généralement entre douze et vingt-quatre heures. Nous avons 
constaté que seule une souche, la souche Ch4, n’a pas coagulé 
le lait. On a noté également que les souches qui liquéfiaient ta 
gélatine digéraient secondairement le lait coagulé. 

La plupart des souches ont élé éprouvées sur pomme de terre 
non alcalinisée, aultoclavée a 115° : 4 souches seulement se sont 
développées et encore faiblement. 


PROPRIETES HEMOLYTIQUES. — Pour la préparation de la gélose 
au sang, nous avons ulilisé le sang de cheval défibriné (non citraté), 
exempt d’antistreptolysines, délivré par |’ Institut Pasteur de Paris. 
La méthode suivie fut celle conseillée par Andrieu, Enjalbert et 
Lapchine [4]. 

L’examen pratiqué au microscope sur des colonies développées 
en aérobiose et en anaérobiose permet de distinguer trois types 
de réactions. Dans le type « la colonie s’entoure d’un halo plus 
ou moins large de verdissement, mais les hématies simplement 
décolorées ne sont pas lysées. Dans le type f le halo est tres 
clairement hémolytique, incolore et transparent, l’examen micro- 
scopique montre la destruction des hématies ; il arrive parfois 
que le halo est réduit a un fin liséré d’observation difficile. Dans 
le type y on n’observe aucun changement de teinte du milieu 
a la périphérie des colonies : les hématies sont intactes et bien 
colorées. 

Nous avons constaté qu’en aérobiose, au bout de vingt-quatre 
heures, les colonies étaient volumineuses, ayant prés de 2 mm de 
diamétre, mais que leur morphologie était variable suivant les 
souches. Certaines de plus grand taille, de consistance apparem- 
ment plus moelleuse, présentaient une teinte blanc grisatre, lai- 
teuse, tandis que d’autres, plus petites, de consistance moins 
onctueuse, étaient de teinte plus grisdtre que blanchatre. L’appré- 
ciation de ces caractéres s’est avérée parfois délicate, car on a 
rencontré des types intermédiaires. Skadhauge [36] a noté que 
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les colonies du premier type étaient surtout observées parmi les 
souches résistantes au tellurite a la concentration de 1/2 500, c’est- 
a-dire chez Streptococcus faecalis proprium et ses variétés lique- 
faciens et zymogenes. Les colonies du deuxiéme type se rencon- 
trent plus volontiers chez les souches sensibles au tellurite. 

Il serait d’un grand intérét de pouvoir utiliser un tel caractére 
morphologique pour la distinction entre faecalis et faecium, mais 
il est nécessaire pour cela qu’une bonne corrélation existe entre 
celui-cl et les caractéres biochimiques : malheureusement, nous 
avons constaté qu’il n’en est pas ainsi et qu’!l exisie de nombreux 
lypes intermédiaires pour lesquels l’appréciation, somme toute 
assez subjective, de la couleur et de la consistance, est délicate. 

En anaérobiose, les colonies lenticulaires généralement de plus 
petite taille ont paru monomorphes. 

Dans les conditions d’aérobiose et d’anaérobiose, 22 souches 
ont provoqué une hémolyse de type fp, mais 3 ne Vont fait qu’en 
aérobiose. Inversement, toutes les souches qui hémolysaient en 
anaérobiose le font également en aérobiose, a l'exception d’une 
seule. 

Le type a a paru beaucoup plus commun, puisqu’il a été ren- 
contré chez 18 souches. On a nolté que le verdissement du milieu 
a la périphérie des colonies est un critére inconstant dans son 
intensité et son occurrence : certaines souches éprouvées par deux 
fois sur gélose au sang ont présenlé une réaction tantot du type y, 
tantot du type a. Pareille imconstance a été notée par Nyman, 
qui observa la variation spontanée de la forme y a la forme 
sur 8 p. 100 de ses souches. De méme, Evans et Chinn [44] ont 
signalé la perte du pouvoir Bp hémolytique par une de leurs 
souches et Meyer [22] a rapporté le cas inverse de l’acquisition 
de ce pouvoir par une souche qui était primitivement du type a. 
La nature du sang utilisé est d’importance ; en particulier, d’aprés 
Nyman, les résultats seraient particuli¢rement inconstants lors- 
qu'on emploie du sang citraté; de faibles variations du milieu 
(Shattock [32]) auraient également pour conséquence de provo- 
quer des changements importants dans Vaspect des colonies. 

En somme, les résultats que nous avons obtenus dans cette 
étude du pouvoir hémolytique n’apportent pas de données utili- 
sables pour la classification des entérocoques. Il y a trente ans, 
on admettait [40] que les entérocoques n’étaient pas hémolytiques ; 
en fait, Phémolyse est un caractére constant de la variété zymo- 
genes du biotype faecalis, mais on la rencontre également chez 
des entérocoques que l’ensemble de leurs caractéres permet plutot 
de considérer comme apparlenant au type faecium. 


L’ACTIVITE TYROSINE-DECARBOXYLASIOUE. — Gale {42], en 1940, 
a montré que certaines souches étaient capables de transformer 
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la tyrosine en tyramine par décarboxylation. Divers auteurs ont 
pu attribuer a cetle amine certaines intoxications alimentaires en 
rapport avec la présence d’entérocoques dans les semi-conserves 
de viande [40]. 

Cette activité décarboxylante peut étre suivie grace aux varia- 
tions du pH qu’elle suscite; en effet, dans un milieu acidifié 
par la fermentation de glucides, le départ du gaz carbonique et 
la formation d’une amine soluble provoquent secondairement une 
forte élévation du pH [29]. 

Pour praliquer cette épreuve nous avons utilisé le milieu sui- 
vant ; peptone Vaillant 5B, 10 g; mannitol, 1 g; glucose, 2 ¢; 
eau, 1000 cm’; on a ajouté de la tyrosine de facon a obtenir 
la concentration de 0,5 g p. 100 (4); le bleu de bromothymol 
servit d’indicateur coloré. Le milieu fut réparti en tubes et auto- 
clavé a 115°. Les tubes de milieu furent ensemencés a partir 
d’une culture de 24 heures sur bouillon. 

Nous avons mis en évidence Vactivité décarboxylasique sur la 
tyrosine chez 115 souches. Il ne parait pas possible de faire de 
ce caractére un élément pour la classification des entérocoques, 
puisque si on lobserve de facgon assez conslante parmi les 
souches résistantes au tellurite, on la rencontre également chez 
de nombreuses souches non résistantes, de provenances variées 
et de propriétés biochimiques hétérogénes. Parmi les souches 
présentant une forte activité décarboxylasique, nous n’avons pas 
rencontré de souches pigmentées en jaune telles que certains 
auteurs Vont signalé [48]. 


DETERMINATION DU GROUPE SEROLOGIOUE. — Pour déterminer le 
groupe sérologique, les germes ayant été cultivés sur un bouillon 
enrichi d’extrait de cceur de bceuf et de cervelle de veau, nous 
avons utilisé la technique de précipitation décrite par Shattock [34] 
de préférence a celle de Lancefield [19]; en effet, celle-ci est 
souvent insuffisante lorsque l’antigéne D se trouve en faible quan- 
tité dans les bactéries. Nous avons utilisé les sérums du groupe D 
(Lancefield) délivrés par l'Institut Pasteur. La lecture a été faite 
par intervalles pendant un quart d’heure, les précipitations tar- 
dives pouvant ne pas étre spécifiques. 

Nous avons observé que 27 souches, principalement des souches 
d’origine animale, ne donnaient pas de réaction de précipitation 
avec le sérum de référence utilisé, ou bien donnaient des résultats 
douteux A cause de la ténuité de la ligne de précipitation ou 
a cause de l’apparition tardive de celle-ci (au-dela de quinze 
minutes). 


(4) Cette concentration est trop élevée pour que la tyrosine se dissolve 
enticrement. 
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Ces résultats sont conformes a ce qui a 6lé observé par d’autres 
auteurs : il n’existe pas de parallélisme rigoureux entre la classi- 
fication sérologique et la classification biochimique. Le groupe 
sérologique D déborde le groupe des entérocoques limité aux 
deux espéces St. faecalis et St. durans, puisque St. bovis lui appar- 
tient ; mais de plus on sait que Pantigéne D est parfois produit 
en quantité minime par certaines souches ou méme peut se trouver 
totalement absent. Son apparition, dans certains cas au moins, est 
lige a la nature du milieu nutritif utilisé. 

(A suivre.) 


ANTIGENES DES BRUCELLA 


I. — GENERALITES. ETUDE DES ENDO-ANTIGENES ET DES ANTIGENES 
GLUCIDO-LIPIDO-POLY PEPTIDIQUES 
PAR LES METHODES DE DIFFUSION EN GEL 


par L. CARRERE, J. ROUX et M™ A. SERRE (*). 


(Laboratoire de Bactériologie, 
Faculté de Médecine, Montpellier) 


INTRODUCTION. 


Le genre Brucella pose un grand nombre de problémes non 
encore résolus; l’étude de l’équipement enzymatique des bacté- 
ries laisse, en effet, planer beaucoup d’incertitude sur les diffé- 
rences qui peuvent exister entre les espéces du genre. Leur 
équipement antigénique reste de méme trés mal connu, bien quwil 
soit aisé d’obtenir des anti-sérums spécifiques anti-melitensis et 
anti-aborlus. 


Abordant le probléme aprés de nombreux auteurs, nous avons 
étudié diverses préparations de B. melitensis, B. abortus et B. suis 
réalisées par broyage ou par action des ultrasons. Ces traitements 
physiques permettent d’obtenir et de séparer les constlituants 
endocellulaires (endo-antigénes) et les parois de la cellule. D’autre 
part, nous avons utilisé l’antigéne glucido-lipido-polypeptidique 
obtenu par extraction a l’acide trichloracétique, selon la méthode 
de Boivin. 


Ce sont les études comparatives des réactions de ces antigénes 
avec des anti-sérums par diffusion en milieu gélifié que nous 
exposons dans ce travail. Aprés un bref rappel des connaissances 
actuelles sur la structure antigénique des Brucella, nous donnons 
les techniques d’obtention des antigénes et des anti-sérums, l’exé- 
culion des réactions par diffusion en gel et les résultats obtenus. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1958 
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I. — SrructTuRE ANTIGENIOUE DES Brucella. 


Les nombreux travaux qui ont été faits sur la structure anti- 
génique des Brucella donnent une impression de confusion que 
nous essaierons d’atténuer en classant nos connaissances actuelles 
en deux parties : 

1° \Le fractionnement antigénique par des méthodes immunolo- 
giques ; 

2° Le fractionnement antigénique par des méthodes chimiques. 


F'RACTIONNEMENT DES ANTIGENES DES Brucella PAR DES METHODES 
IMMUNOLOGIQUES. — Plusieurs auteurs (Feuzier et Meyer, 1920 [6]. 
Burnet, 1923 [4], Cerruti, 1927 [8]) n’ont pas mis en évidence de 
différences antigéniques entre les diverses Brucella ; au contraire, 
Francis, en 1930, Plastridge et Mc Alpine [49] ont décrit de trés 
nombreuses variétés du point de vue sérologique. 

En 1931, Wilson et Miles [26], étudiant des souches stricte- 
ment S, différencient B. melitensis d’une part, B. abortus et suis 
d’autre part, par saturation des agglutinines et pensent qu’entre 
ies antigenes de B. melitensis et B. abortus la différence est 
quantitative et non qualitative. Il y aurait deux antigénes seule- 
ment: A et M, différant quantitalivement chez les trois espéces. 
T’antigéne M domine chez B. melitensis, l’antigene A domine 
chez B. abortus, toutefois la quantité d’antigéne M chez B. abortus 
serait plus importante que la quantilé A dans B. melitensis. 
B. suis est plus ou moins intermédiaire entre melitensis et abortus, 
avec cependant une plus grande proportion d’antigéne A que 
d’antigéne M. La différence ‘entre les souches suis et abortus n’est 
pas trés marquée. 

Les antigénes A et M seraient des antigénes de surface, deux 
types d’anticorps « et y leur correspondant dans les anti-sérums. 
A la surface des Brucella existeraient non seulement des zones 
d’antigéne A et des zones d’antigéne M, mais aussi des zones 
d’antigene AM, d’ot la réponse immunitaire d’une part des anti- 
corps @ ou y suivant l’espéce des Brucella injectée, et d’autre part 
et quelle que soit cette espéce des anticorps fa, y] (Miles, 1939 [40)). 
L’équipement antigénique de B. melitensis serait symbolisé par 
M + (AM). Au cours de Ja préparation des sérums monospéci- 
fiques par absorption, de faibles quantités d’organismes hétéro- 
logues déplacent les anticorps (a, y), laissant les anticorps du type 
majeur u ou y. L’absorption des sérums, 4 la fois par les suspen- 
sions homologues et hétérologues, offre un moyen direct de 
mesurer les taux de A et M: J’antigéne mineur est présent en 
proportion variant de 1/40 4 1/10, le taux le plus bas se trouvant 
chez B. abortus. En confirmation de ce fait, on trouve que ‘te 
taux AM chez B. abortus est de 20/1 et chez B. melitensis de 
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1/20; néanmoins, cette représentation des antigénes brucelliens 
ne sera confirmée qu’aprés isolement des antigénes A et M, ce 
qu’aucun travail n’a pu, jusqu’a présent, réaliser. Favilli et Bian- 
calani [5], en 1934, Miles et Pirie [42], en 1939, n’ont pu isoler, 
par des méthodes chimiques, les substances A et M. Pennel et 
Huddleson, en 1939 [48], expérimentant sur les phénoménes de 
précipilation croisée entre les antigenes des diverses espéces de 
Brucella, concluent a l’existence, dans les trois espéces, danti- 
génes ayant entre eux des affinités trés grandes mais non exacte- 
ment semblables, et contestent Vhypothése de Wilson et Miles. 

A noter la mise en évidence d’un facteur antigénique nouveau 
chez une variété de Brucella décrite par Buddle: l’antigene Z 
qui existerait, mais en plus faible quantité, chez certaines 
souches S des B. abortus (Renoux et Mahaffey [24)). 

Enfin, Wolff et Dinger [27] ont étudié une souche de B. abortus 
possédant un antigéne d’enveloppe L qui masque l’agglutination 
par un anti-sérum normal. Cet antigéne, par ses propriétés, peut 
étre rapproché des antigenes Vi des Salmonella. Priestley [20], 
en 1938, a émis Vhypothése de la présence d’un tel antigéne V1 
chez les Brucella. 


FRACTIONNEMENT DES ANTIGENES DES Brucella PAR DES METHODES 
cHIMiguges. — Dés 1932, Favilli et Biancalani |5] isolent des polyo- 
sides, qui donnent des précipitations croisées avec les anti-sérums 
des diverses espéeces de Brucella et quils considérent comme des 
haptenes. Miles et Pirie [44], en 1939, étudient le fractionnement 
chimique des Brucella et distinguent quatre fractions : lipoides, 
acides nucléiques, nucléoprotéines el un complexe qu’ils appel- 
Jent Substance Soluble Spécifique (SSS). Seule cette sub- 
stance SSS parait douée de propriétés antigéniques, elle est 
constituée de trois fractions désignées par les lettres PL, AP et 
S, l'ensemble étant désigné par (PLAPS). On peut séparer de 
ce complexe la fraction AP, douée d’un pouvoir précipitant élevé 
et d'une toxicité importante pour l’animal. L’hydrolyse de AP 
entraine la perte de lactivité sérologique et de la toxicilé et libére 
deux constituants : un produit A, dérivé formylé d’un polyoside 
aminé, et un phospholopide PL2 sans caractére immunologique. 
‘La fraction A contient les facteurs antigéniques A et M. Toutefois, 
par l’éiude immunologique du systeme AP, on ne retrouve pas 
exactement les mémes rapports entre les antigénes A et M tels 
quils ont été établis par Wilson et Miles en 1982. 


Antigéne glucido-lipido-polypeptidique. 


Lisbonne et Monnier [9] ont utilisé la méthode de Boivin pour 
extraire l’antigene glucido-lipido-polypeplidique (GLP). Précipi- 
table par les anti-sérums, donnant, chez le cobaye, un titre d’anti- 
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corps peu élevé, cet antigéne est toxique pour le cobaye (Carrére 
et Moustardier (2]). Vaughelovici, Damboviceanu, Barber et Pop, 
en 1938 [25], étudiant cet antigéne par analyses chimiques, mon- 
trent que le GLP des différentes especes de Brucella est formé des 
mémes constituants, mais en quantités différentes pour B. meli- 
fensis, abortus et suis: en comparant la composition chimique 
du GLP établie par Lisbonne et Monnier et par Damboviceanu 
et ses collaborateurs, on trouve une grande similitude avec la 
fraction AP de Vantigéne de Miles et Pirie. 

Pennel et Huddleson [48], en 1938, ont préparé un endo-anti- 
géne par digestion trypsique de cultures desséchées a l’acétone. 
Cet endo-antigéene est de nature chimique identique a l’antigéne 
complet trichloracétique, et les auteurs concluent a des différences 
notables entre les endo-antigénes abortus, melitensis et suis, en 
étudiant les taux de précipitation. 


De ces travaux, nombreux et variés, nous retiendrons quelques 
considérations d’ensemble : 


L’hypothése de Wilson et Miles sur la présence simultanée des 
deux antigénes A et M n’a jamais recu confirmation. 

Tous les travaux que nous avons analysés recherchent les diffé- 
rences entre les antigénes des trois espéces de Brucella par des 
réactions d’agelutination ou de précipitation en proportions 
variables, c’est-a-dire par des tests quantitatifs. I] est done logique 
que ces recherches n’aient jemais abouti 4 mettre en évidence les 
différences qualitatives entre les antigenes de B. melitensis, 
abortus et suis. 


II. — Mé&rynoprs ET TECHNIQUES UTILISEES. 


Les antigénes. 


Plusieurs procédés d’extraction ont été utilisés, soit physiques, 
soit chimiques : broyage, action des ultrasons et extraction chi- 
mique par l’acide trichloracétique. Les mémes souches ont tou- 
jours éte utilisées. 


Soucne pve Brucella melitensis : soucnE n° 15. — Isolée, en octobre 
1954, du sang et des crachats d’un malade hospitalisé 4 la clinique 
des maladies infectieuses, probablement contaminé au Sahara par du 
lait de chévre ou de chamelle. 

Caractéres bactériologiques: la souche P15 n’exige pas de CO,, 
pousse en présence de thionine et de fuchsine, produit une urease 
qui est active en douze minutes, ne dégage pas de SH,. 

Caractéres sérologiques ; cette souche est agglutinée trés fortement 
par un sérum monospécifique anti-melifensis 
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SoucHe pe Brucella abortus; soucur B55. — Isolée, en 1932, par 
le Centre Régional de la Fiévre Ondulante, du lait d’une vache du 
Tarn. 

Caractéres bactériologiques : sa culture est inhibée par la thionine ; 
elle produit une uréase en trente minutes et un dégagement de SH, 
pendant quatre jours. 

Caractéres sérologiques : elle est agglutinée exclusivement par un 
sérum monospécifique anti-abortus. 


Soucne ve Brucella abortus : soucne B112. — Souche de la collection 
du C.R.F.0O., isolée & Porto-Rico par Morales-Otero, en 1933, d’une 
vache. 

Caractéres bactériologiques ; sa culture est inhibée par la thionine, 
elle donne une uréase active en quinze minutes et un dégagement 
de SH, pendant trois jours. 

Caractéres sérologiques: elle est agglutinée spécifiquement par un 
sérum anti-abortus, 


Soucue pg Brucella suis: soucnuz 57. — Souche provenant de la 
collection du C. R. F. O. 


Caractéres bactériologiques : sa culture n’est inhibée ni par la thio- 
nine, ni par la fuchsine. Elle produit une uréase active en vingt-cing 
minutes et un dégagement de SH, pendant quarante-huit heures. 


Caractéres sérologiques: elle est agglutinée par un sérum anti- 
abortus. 


1° Broyace. — Il consiste a faire éclater les bactéries sous 
Y’action de chocs répétés de billes d’acier sur une suspension 
trés dense de micro-organismes. On ensemence dans des boites 
de Roux sur mileu nutritif de gélose glycérinée les souches 
énumérées ci-dessus. Aprés quarante-huit heures a l’étuve a 37°, 
les cultures des boites sont recueillies dans de l’eau salée physio- 
logique * lavées trois fois; aprés le dernier lavage, les germes 
sont remis en suspension dans un trés faible volume d’eau physio- 
logique pour obtenir environ 10? milliards de germes par milli- 
litre ; cette suspension est placée dans le broyeur a billes; le 
broyage doit étre prolongé pendant au moins trente heures. On 
préléve le broyat que l’on centrifuge 4 3 000 tours/minute pendant 
une heure. Le surnageant décanté constitue l’antigéne qui sera 
désigné dans la suite de cet exposé sous le nom d’endo-antigéne 
broyé ; c’est une solution incolore, opalescente et trés visqueuse. 
Quant au culot, on peut mettre en évidence sa nature par simple 
étalement sur lame et une coloration de Gram : il est constitnué 
denveloppes bactériennes assez volumineuses pour étre vues au 
microscope. 


ANTIGENES DES BRUCELLA 593 
2° EXTRACTION PAR LES ULTRASONS (1). — Nous avons utilisé 
une suspension aussi dense que pour le broyage, d’environ 
10" germes par millilitre. Cette suspension a été soumise a 
action des ultrasons, sous aozte soil vingt minutes. Par 
centrifugation pendant une heure a 3 000 tours/minute on sépare 
l’endo-antigene des enveloppes bactériennes. 


3° EXTRACTION CHIMIQUE. — C’est l’extraction de l'antigéne 
elucido-lipido- -polypeptidique (GLP) de Lisbonne |9] selon la tech- 
nique de Boivin qui utilise l’action de l’acide trichloracétique 


i froid. Nous avons suivi exactement la technique donnée par 
Lisbonne. 


Les anti-sérums. 


Une suspension bactérienne peu dense (100 millions de germes 
par millilitre), préparée a partir de germes lavés trois fois pro- 
venant d’une culture de 48 heures, est inoculée, par voie intra- 
veineuse, a un lapin. Sept jours aprés l’injection, le taux d’agglu- 
tination est vérifié par un séro-diagnostic de Wright : en général, 
le taux est trés élevé. Au huitiéme jour, on saigne par ponction 
cardiaque les animaux. C’est par cette méthode que nous avons 
obtenu plusieurs lots de sérums complets. 


1° Sérum anti-melitensis. — Un seul lot a été préparé, en utilisant 
la souche M15. Il a été yérifié par un séro-diagnostic de Wright positii 
ua 1/1 280 et un « ring-test » positif au 1/16 avec l’endo-antigéne broyé 
et au 1/8 avec l’antigéne GLP. 
2° Sérum anti-suis. — Trois lots de sérum ont été préparés, tous 
& partir de la souche $7. Pratiquement, c’est toujours le lot n° 1 
que nous avons utilisé et qui donnait les résultats suivants : 
) Séro-diagnostic de Wright : positif au 1/1 280 ; 
b) « Ring-test » : positif au 1/64 pour l’antigéne B, posilif au 1/128 
pour lantigéne GLP. 
3° Sérum anti-abortus. — Un premier lot a été préparé avec la 
souche B55 qui donnait les résultats suivants : 
a) Séro-diagnostic de Wright : positif au 1/1 280 ; 
« Ring-test » : positif pour l’endo-antigéne B au 1/16. 
Le deuxiéme lot a été préparé avec ja souche B112 et a donné les 
résultats suivants : 
a) Séro-diagnostic de Wright : positif au 1/1 520 ; 
b) « Ring-test » : positif au 1/128 avec l’endo-antigéne B. 


(1) Nous remercions le D™ Prudhomme qui, dans le service du _pro- 
fesseur Grabar, 4 l'Institut Pasteur de Paris, a bien voulu_ pratiquer 
cette opération. 

Annales de l'Institut Pasteur, 95, n° 5, 1958. 38 
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Diffusion en gel. 


On sait importance qu’ont prises, pour les recherches immu- 
nologiques, les méthodes de diffusion en matiére gélifiée, me 
les premiers travaux d’Ouchterlony [44] et d’Oudin (16). 
méthode que nous avons employée le plus fréquemment, avec . 
meilleurs résultats, repose sur le principe de la double diffusion 
latérale. Nous avons pratiqué en méme temps des études sur 
boite de Petri (méthode d’Ouchterlony) et des micro-analyses sur 
lame, dont nous donnerons la technique, directement inspirée de 
la précédente. Nous n’avons pas utilisé la méthode d’Oudin (dif- 
fusion verticale en tubes) 4 la suile d’essais exigeant l'emploi 
de trop grandes quantités de réactifs pour nos expériences. 

La méthode de diffusion en gel permet, d’une part, de dénom- 
brer le nombre de fractions antigéniques d’une substance inconnue 
si on Ja fait réagir avec limmunsérum correspondant, d’autre 
part, de comparer entre elles la substance 4 étudier et une sub- 
stance de référence dont la nature est déja connue. 

Les lois fondamentales de la méthode peuvent étre résumées 
de la facon suivante : 

1° Un systéme simple antigéne/anticorps précipite sous forme 
d'une ligne unique. 

2° Dans un systéme complexe le nombre de lignes formées est 
au moins égal au nombre d’antigénes constituant le complexe. 

3° Deux substances comparées entre elles vis-a-vis d’un méme 
immunsérum avec lequel elles sont toutes deux capables de réagir 
peuvent donner : soit une réaction d’identité totale, soit une réac- 
tion de non-identité, soit une réaction d’identilé partielle, si elles 
possédent des groupements communs. 

Nous ne décrivons que les techniques auxquelles nous avons 
dtu apporter des modifications personnelles, du fait de la nature 
de nos recherches. Pour l’essentiel, nous renvoyons aux auteurs 
de ces techniques. 


Préparation de la gélose tamponnée. Elle a été préparée selon 
Ja technique de Grabar et Williams [8]. En suivant cette méthode, 
nous avons préparé de la gélose physiologique : on procéde 
comme pour la gélose tamponnée, mais en complétant d’aprés le 
poids sec en eau distillée de fagon 4 avoir un gel de 1,5 p. 100. 
Ensuite, on ajoute du ClNa pour avoir une concentration finale 
de.8,5° p.2 100: 


Méthode d Ouchterlony. La gélose phy sicleique est coulée dans 
des boites de Petri qui sont préparées selon la technique décrite 
par Ouchterlony {45}. Les boites scent placées dans une éluve 
a température constante (22°) ot l'on entretient une humidité 
permanente pour éviter des phénoménes voisins de celui de 
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Liesegang. Les lignes n’apparaissent qu’a partir du troisiéme jour 
environ, mais on laisse diffuser pendant quinze jours au minimum. 
Quand la diffusion est terminée, on effectue le lavage, la dessic- 
cation et la coloration, selon la technique parfaitement mise au 
point par Uriel et Grabar [24]. Parmi les colorants proposés par 
Uriel, nous avons utilisé Vamido-schwarz, V’azocarmin nous 
donnant des colorations manquant d’intensilé. 


Méthode de micro-diffusion. C’est une technique de double 
diffusion, inspirée de la méthode mise au point par Schei- 
degger [22, 23]. Les avantages de cette technique nous ont paru 
incontestables pour étudier des substances relativement difficiles 
a préparer en grande quantité. Par ailleurs, la précision reste 
auss} grande, puisque, dans tous les cas, les lignes ne se forment 
qu’en nombre restreint et peuvent étre observées aussi bien sur 
une image de dimensions réduites, La technique que nous avons 
mise au point est la suivante : on utilise la gélose physiologique 
a 1,5 p. 100 comme pour la méthode en boites de Petri. Le gel 
est coulé sur des lames de verre pour examens microscopiques 
de dimensions ordinaires : 7,5 cm x 2,5 cm. Ces lames sont 
enduites d’une trés fine couche de gélose diluée qui, aprés 
séchage, permet l’adhérence parfaite du gel sur le verre. Sur 
les lames ainsi préparées, on verse 5 ml de gélose fondue de 
facon a obtenir une couche de gel transparente et parfaitement 
homogéne de 2 mm d’épaisseur. On perce des trous suivant la 
disposition adoptée, au moyen d’un emporte-piéce constitué par 
Veffilure trés fine d’un tube de verre dont lextrémité a été 
découpée avec soin. On peut ainsi, aprés avoir aspiré la gélose 
découpée, avoir des trous dont le diamétre varie entre 1,9 et 
2,1 mm. On remplit alors chaque réservoir avec 0,01 ml de réactif 
environ. Les lames sont conservées a l’étuve a 22° et en atmo- 
sphére trés humide. Les lignes sont nettement visibles au bout 
de vingt-quatre heures, mais il y a intérét a prolonger la diffusion 
pendant quarante-huit heures au total; au-dela de ce délai, il 
n’est plus possible de conscrver !es plaques, le gel étani déja 
parfaitement desséché. On rend les stries de précipitation plus 
nettes en rajoutant les réactifs en cours de diffusion. Dans le cas 
de cette étude, les meilleurs résultats ont été acquis en procédant 
de la facon suivante : aprés douze heures, on rajoute 0,01 ml de 
chaque antigéne et 0,01 ml d’anti-sérum. Aprés vingt-quatre 
heures, on rajoute encore 0,01 ml d’antigéne. On réalise ainsi 
lexces d’antigéne nécessaire pour obtenir une bonne précipita- 
lion. Il n’y a pas intérét, en effet, & rajouter chaque fois antigéne 
et sérum, le précipité étant remis en solution par un excés d’anti- 
corps. Au bout de quarante-huit heures, on procéde comme dans 
la méthode d’Ouchterlony suivant la technique d’ Uriel. 
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Cette méthode offre sur la précédente une supériorité majeure . 
elle permet d’oblenir des résultats trés rapidement, de faire un 
erand nombre de plaques en trés peu de temps et cela avec une 
quantité minime de réactif ; ce dernier probleme est particuliere- 
ment a considérer quand on étudie des antigénes relativement 
difficiles a obtenir et surtout des immunsérums que l’on ne peut 
recueillir qu’en faible quantité. 


it —— Asc raanse 


Avant d’exposer les résultats, il faut préciser que nous ne 
donnons dans chaque cas qu'un seul schéma, bien que nous ayons 
vérifié que les phénoméenes se reproduisaient de facon identique 
dans un grand nombre d’expériences. 


Définition des conditions optima. 


La premiére partie du travail a consisté 4 définir les conditions 
dans lesquelles les expériences devaient étre poursuivies, c’est- 
a-dire les conditions de concentration, puis les distances 4 ménager 
entre les réservoirs. 


Concentration des réactifs. — La zone d’équivalence a été déter- 
minée de facon empirique. Nous avons évalué la précipitation par 
la méthode du « ring-test », en faisant varier le rapport anti- 
géne/anticorps ainsi qu il a été dit & propos de l’étude des anti- 
sérums. De plus, les résultats ont ¢té vérifiés par des expériences 
préliminaires en boites de Petri et sur lames en emloyant d’abord 
une concentration constante d’antigéne en présence de dilutions 
croissantes d’anticorps, puis en utilisant la concentration optimum 
Cantigene. 

Nous avons opéré de la méme facon pour les trois types de 
sérums et d’antigénes et dans tous les cas nous avons abouti aux 
mémes résultats, ce qui tendrait & prouver que les solutions 
antigéniques ont sensiblement la méme concentration. Fnalement, 
dans les expériences rapportées ici, les concentrations suivantes 
ont été utilisées : en microméthode, les antigénes purs et les 
anli-sérums purs; en boite de Petri, les antigénes purs et les 
anti-sérums dilués au 1/2. 

Ces résultats ne sont valables qu’en tenant compte du fait qu’on 
entretient la diffusion pendant vingt-quatre heures en micro- 
méthode. Par contre, dans la méthode courante, nous n’avons pas 
procédé 4 une recharge des réactifs. 


Distance entre les réservoirs. — Dans la méthode en boites de 
Petri : en utilisant des cuvettes de 9 mm de diamétre, la distance 
la plus. favorable est de 8 mm entre le bord du. réservoir central 
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contenant l’immunsérum et le bord de chaque réservoir contenant 
Vantigene. Avec cet intervalle, les lignes commencent a apparaitre 
au bout de quarante-huit heures et l'image est compléte a partir 
du dixiéme jour. 

En microméthode, pour obtenir une netteté suffisante on doit 
utiliser des intervalles de 5 mm pour des cuvettes de 2 mm de 
diamétre. Dans ces conditions, les lignes commencent a appa- 
raitre au bout de vingt-quatre heures, mais on doit prolonger 
Yobservation pendant quarante-huit heures. : 


Etude des antigénes en double diffusion. 


Cette étude a été faite selon deux orientations : d’une part, 
étude comparative des antigénes d’une méme espéce de Brucella 
obtenus par des méthodes différentes et, d’autre part, la compa- 
raison des antigenes analogues chez les Brucella d’espéeces 
différentes. 


1° ETuDE DES TROIS TYPES D ANTIGENES (Schémas série 1). Il 
s'agit des antigénes extraits par broyage, par ultrasons et des 
antigénes glucido-lipido-polypeptidiques. 

On place sur une méme plaque Jes trois anligénes issus de la 
méme souche avec l’immunsérum correspondant, c’est-a-dire les 
antigénes melitensis (M) avee Jlanti-sérum m, les antigénes 
abortus (A) avec V’anti-sérum a, les antigénes suis (S) avee lanti- 
sérum s. 


Schéma 1 a. — L’immunsérum m opposé aux trois antigénes 
melitensis donne une ligne avec |’endo-antigéne ultrasonné meli- 
tensis (UM) et une hgne avec l’endo-antigéne broyé melitensis 
(BM); ces deux lignes se raccordent parfaitement en une réac- 
tion d’identité totale. Par contre, la ligne correspondant a J’anti- 
zene GLP melitensis (GM) croise les deux précédentes. 


Schéma 1b. — Le sérum anti-abortus B112 donne une ligne 
avec l’endo-antigéne ulltrasonné abortus (UA) et une ligne avec 
Vantigéne GLP abortus (GA): ces deux lignes présentent une 
réaction croisée de non-identité. Par contre, on n’a jamais oblenu 
de précipité avec Vendo-antigéne broyé abortus (BA). 


Schéma 1c. — Le sérum anti-suis donne avec les trois anti- 
génes suis des réactions identiques a celles que le sérum anti- 
melitensis donne avec les antigenes M, c’est-a-dire une réaction 
didentité totale entre les endo-antigénes broyés (BS) et ultra- 
sonnés (US) et une réaction croisée de V’antigene GLP (GS) avec 
les précédentes. 

Par la méthode d’Ouchterlony, nous avons obtenu des résultats 
superposables aux trois schémas précédents. 


598 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


2° ETUDE DES TROIS ENDO-ANTIGENES ULTRASONNES (Schénias 
série 2). Nous avons fait réagir sur chaque plaque les trois anti- 
génes ensemble avec chacun des trois anti-sérums. 


Schéma 2a. — Avec le sérum anti-melitensis (m), les trois 
antigenes ultrasonnés, melitensis, abortus et suis, précipitent 
chacun en une ligne unique. 

Deux fois seulement, sur 12 expériences successives, |’anti- 
eéne A a donné deux lignes. Nous avons refait l’expérience en 
rechargeant une deuxieme fois en antigéne aprés l’apparition de 
la premiére ligne : nous avons vu alors se former trois lignes 
successives. Il semble donc que l’apparilion de ces lignes supple- 
mentaires soit un artefact dd a la recharge en antigéne un peu 
trop tardive. 

Les lignes correspondant aux trois antigénes se raccordent tres 
exactement ; on peut done en conclure qu’ils sont identiques. 
Seule la position des lignes varie selon les antigenes, la ligne 
suis élant toujours la plus rapprochée de sa source de diffusion. 
On ne peut attribuer ces différences qu’a des inégalités de concen- 
tration, puisque les produits sont identiques. 


Schema 2b. — Le sérum anti-abortus B112 (a) forme avec 
chacun des trois antigénes une lhgne unique de précipité; les 
trois hgnes se rejoignent, donc : identité totale 4 nouveau démon- 
trée. Par contre, le sérum anti-abortus B55 n’a jamais précipiteé 
aucun des trois antigénes. 


Schéma 2c. — Avec le sérum anti-suis, on obtient les mémes 
résultats qu’avec le sérum anti-melitensis : mémes réactions d’iden- 
lité totale, mémes positions respectives des trois lignes par rapport 
au réservoir central. 

La méthode en boite de Petri nous a permis de vérifier tous 
ces faits. 


3° ETUDE DES TROIS ENDO-ANTIGENES BROYES (Schémas série 3). 
Nous avons déja constaté que les antigénes broyés étaient iden- 
tiques aux endo-antigénes ultrasonnés. 


Schéma 3a. — Avec le sérum anti-melitensis (m), les endo- 
antigénes broyés melitensis (M), abortus (A) et suis (S) forment 
chacun une ligne et les trois lignes se raccordent exactement. 
Ici la ligne melitensis est & égale distance des deux réservoirs, 
ltandis que les lignes abortus et suis sont plus prés du réservoir 
d'origine. I] s’agit certainement, nous l’avons déja dit, de diffé- 
rences de concentration des solutions d’antigénes. 


Schéma 3b. — Ni le sérum anti-abortus B55, ni le sérum 
anti-abortus B112 n’ont donné de précipité dans la gélose avec 
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les antigénes broyés de quelque espéce qu’ils soient. Il en est de 
méme dans les essais effectués en boites de Petri. Ces résultats 
negatifs sont d’ailleurs en accord avec ceux qui sont rapportés 
par le schéma 1 b. Cependant, le « ring-test », effectué en tubes, 
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montre que les sérums antinabortus sont capables de précipiter 
Vantigene abortus broyés, et cela dans de trés larges limites de 
concentration. Nous n’avons aucune explication satisfaisante a 
donner a ces faits. On ne peut admettre qu’il y ait absence de 
diffusion d’un des éléments de la réaction puisque les schémas 1 b, 
2b et 4b montrent que le sérum anti-abortus diffuse, tandis que 
les schémas 3a et 3¢ montrent que l’antigéne broyé abortus 
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diffuse également. Il faudrait done admettre qu’en gélose la reac- 
tion nécessite des condtitions spéciales que nous n’avons pas 
réalisées. 


Schéma 3c. — Avec le sérum anti-suis, la disposition des 
lignes est exactement la méme que pour le sérum anti-melitensis : 
chaque antigéne précipite en une ligne unique et il y a identité 
totale entre les trois antigénes puisque les trois lignes se rejoi- 
gnent en un are continu. 


4° ETUDE DES ANTIGENES GLUCIDO-LIPIDO-POLYPEPTIDIQUES (Schémas 
série 4). 


Schéma 4a. — Avec le sérum anti-melitensis (m) les anti- 
cénes GLP melilensis (M) et abortus (A) donnent chacun une 
ligne ; les deux lignes se raccordant, il y a identité entre ces 
deux antigénes. Par contre, il n’y a aucune ligne de précipitation 
avec l’antigene GLP suis. 


Schéma 4). — Avec le sérum anti-abortus (a) les anti- 
genes GLP melitensis et abortus montrent également des lignes 
didentité totale. Par contre, lantigene GLP suis donne une ligne 
qui coupe les deux précédentess: cet antigéne n’est done pas 
identique aux deux autres. 


Schéma 4c. — Avec le sérum anti-suis, lidentité entre les 
antigénes GLP melitensis et abortus se retrouve. La ligne obtenue 
avec lVantigéne suis ne croise pas les deux autres, mais ne se 
raccorde pas avec elle: la non-identité de lantigéne GLP suis 
est confirmée. 


Interprétation des résultats. 


Un certain nombre de conclusions valables peuvent étre tirées 
de ces expériences, mais il serait, par contre, prématuré de vouloir 
interpréter tous les faits rapportés ici. 

En premier lieu, nous pouvons dire que chacun des produits 
éludiés est constitué dune seule fraction antigénique, puisqu’il 
donne une seute ligne de précipitation avec l’immunsérum complet 
(préparé avec les corps bactériens intacts). Par ailleurs, l’exis- 
tence de réactions d’identité ne fait aucun doute, mais une réserve 
doit étre faite : il s’agit d’une identité antigénique. Or, si les 
réactions antigéniques sont extrémement spécifiques, il existe des 
exceptions : des substances de méme nature antigénique peuvent 
avoir des propriétés physico-chimiques différentes (vitesse de 
migration électrophorétique, par exemple) si elles ont des sites 
réactionnels identiques, mais des différences dans le reste de la 
molécule. Bien que ces cas soient exceptionnels, nous ne pouvons 
éliminer cette éventualité. 
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Ces réserves étant faites, il y a identité absolue entre l’endo- 
antigéne extrait par broyage et celui qui est extrait par les ultra- 
sons, On se trouve en présence de la méme substance dans les 
deux cas, nous avons confirmé ce fait par des analyses électro- 
phoréuiques que nous ne rapportons pas ici. D’autre part, les 
endo-antigenes des trois espéces : melitensis, abortus et suis, sont 
antigéniquement identiques ; il s’agit d’une fraction antigénique 
commune au genre Brucella. Ce fait important est d’ailleurs 
confirmé par des expériences qui seront rapportées ultérieurement 
avec des sérums monospécifiques saturés ; les antigénes corres- 
pondant a cette fraction antigénique disparaissent lors de la 
saturation des sérums monospécifiques. Rappelons ici que nous 
navons pas d’explication trés satisfaisante a donner en ce qui 
concerne le comportement particulier de lantigéne broyé abortus. 

L’antigéne glucido-lipido-polypeptidique est complétement dif- 
férent de l’endo-antigéne ; on peut méme affirmer qu'il ne posséde 
pas de groupement commun avec lui, puisqu’on n’a méme pas 
note de réaction d’identité partielle : il ne s’agit done pas d’un 
produit de dégradation partielle par voie chimique de l’endo- 
antigene ; c’est une fraction différente de ]’édifice bactérien. 

Les antigénes glucido-lipido-polypeptidiques des espéces meli- 
fensis et abortus sont antigéniquement identiques, tandis que l’anti- 
gene GLP suits est nettement différent, se qui tend a séparer le 
sérotype suis du sérotype abortus. 


CONCLUSIONS. 


L’identité des endo-antigénes, c’est-a-dire des propriétés anti- 
géniques correspondant dans les trois espéces principales de 
Brucella au cytoplasme central de la cellule, est démontrée. C’est 
dans une autre partie du corps bactérien, la paroi et l’enveloppe 
de surface, qu’il faut chercher les facteurs spécifiques qu’on met 
indirectement en évidence par Ja saturation des sérums mono- 
spécifiques. Résultats en accord avec les hypothéses de Wilson 
et Miles qui situent a la surface des bactéries les facteurs diffé- 
rentiels entre B. melitensis, B. abortus et B. suis. 

L’antigéne glucido-lipido-peptidique, extrait des corps bacté- 
riens entiers, ne correspond pas a cet endo-antigéne et provient 
probablement d’autres éléments de la cellule, en particulier de la 
paroi. L’antigéne de B. suis est différent des autres ; ce fait est 
trés important, c’est la premiére fois, en effet, qu'un facteur 
antigénique nettement spécifique pour une espéce de Brucella est 
isolé, Jusqu’ici, aucune différence antigénique entre B. abortus 
et B. suis n’avait pu étre objectivé étant donné l’impossibilité 
de préparer un sérum monospécifique pour lune et Pautre espéce. 

Nous pensons que ces faits doivent étre insérés dans le cadre 
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général des recherches concernant l’identification sérologique des 
Brucella par les méthodes de diffusion en gel; ils différent trés 
sensiblement des résultats réalisés avec ces méthodes par d'autres 
auteurs, en parliculier Olitzki et Sulitzeanu [43] qui obtiennent 
jusqu’a 6 et parfois 7 lignes de précipitation en utilisant des endo- 
antigénes (broyage, ultrasons), mais un seul sérum hyperimmu- 
nisé anti-B. suis. Ces résultats objectivent la complexité de la 
constitution antigénique des Brucella. 


RESUME 


Les endo-antigénes de B. melitensis, B. abortus et B. suis sont 
préparés par broyage ou par traitement par ultrasons, puis par 
centrifugation. Les endo-antigénes sont dans le surnageant. Les 
antigénes glucido-hpido-polypeptidiques ont été préparés par 
Vacide trichloracétique. On a utilisé des sérums non saturés anti- 
melitensis, anti-abortus et anti-suts. 

Les méthodes de diffusion utilisées sont la méthode de double 
diffusion en boites de Petri (Ouchterlony) et la méthode de micro- 
diffusion sur lames (Scheidegger). 

L’étude des lignes de précipitation montre : 

1° Qwil y a identité absolue entre l’endo-antigéne extrait par 
broyage et celui qui est extrait par les ultrasons. 

2° Que les endo-antigénes de B. melitensis, B. abortus et B. suis 
sont identiques et quil s’agit de la fraction antigénique commune 
au genre Brucella. 

3° Les antigenes glucido-lipido-polypeptidiques sont différents 
des précédents, avec lesquels ils n’ont pas de groupement anti- 
génique commun. Les antigénes GLP melitensis et abortus sont 
identiques ; l’antigéne suis est différent et permet de séparer ie 
type antigénique suis du type antigénique abortus. 


SUMMARY 


Tue Brucella ANvIGENs. 
GENERAL CONSIDERATIONS. STUDY OF THE ENDO-ANTIGENS, 
OF THE GLUCIDIC-LIPIDIC-POLYPEPTIDIC ANTIGENS, 
BY MEANS OF DIFFUSION IN AGAR-GEL. 


B, melitensis, B. abortus and B. suis endo-antigens are prepared 
by grinding or by means of ultrasonic waves, then by centrifu- 
gation. Glucidic-lipidic-polypeptidic antigens are prepared by 
means of trichloracetic acid. Non saturated anti-melitensis, anti- 
abortus and anti-suis sera have been used. 


The diffusion techniques used are the double diffusion method 
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in Petri dish (Ouchterlony) and the slide micro-diffusion method 
(Scheidegger). 

The study of the precipitation lines shows that : 

1, Antigens extracted by grinding or by ultrasonics are quite 
identical. 

2. B. melitensis, B. abortus and B. suis endo-antigens are iden- 
lical ; they constitute the antigenic fraction common to all species 
of the Brucella genus. 

3. Glucidic-lipidic-polypeptidic antigens differ from the above 
antigens ; they do not possess any common fraction with them. 

Melitensis and abortus GLP antigens are identical. Suis 
antigen is different and allows to distinguish the suis antigenic 
type from the abortus antigenic type. 
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LA NUMERATION DES GERMES TELLURIQUES 
PAR VOIE BIOLOGIQUE. 
UNE NOUVELLE METHODE D’APPRECIATION : 
LA NUMERATION CINETIQUE. 


Il. — INTERPRETATION 


par J. AUGIER (*). 


(Institut Pasteur, Paris) 


Dans un précédent article [4} nous avons décrit une technique 
de numération des germes telluriques par une méthode que nous 
avons appelée « numeration cinétique ». Dans la présente note 
nous nous proposons d’étudier et d’interpréter les courbes de 
numeération obtenues a l’aide de cette technique. 

Résumons auparavant en quoi consiste cette méthode. On réa- 
lise des dilutions-suspensions de terre de raison 4 que l’on ense- 
mence chacune dans 10 tubes contenant chacun 5 ml d’extrait de 
terre. Les troisieme, quatriéme, cinquiéme, sixiéme, huitiéme, 
dixiéme, treiziéme et vingtiéme jours on note le nombre total de 


tubes positifs : soit T ce total. A Vaide de Ja formule : 
te ey 
Nm,, eT 0,602 


on détermine le niveau moyen a base 10, (Nm,,), atteint par les 
tubes positifs pour chacun des temps ci-dessus. On transcrit 
ensuite sur coordonnées rectangulaires ces résultats en portant 
en ordonnées les valeurs de Nm,, et en abscisses les valeurs des 
inverses des temps en jours. Dans ces conditions des terres 
conservées a humidité constante un mois au moins av laboratoire 
donnent une courbe d’interpolation cinétique qui peut étre consi- 
dérée comme une droite dans le cas général. Cette droite coupe 
les ordonnées pour une certaine valeur de Nm,, que nous appe- 
lons Nm,, © parce qu’elle correspond au point d’abscisse 0, c’est- 
a-dire a un temps infini. Cette valeur permet done de calculer, 
a l'aide d'une table que nous avons publiée {4}, le nombre de 
germes contenus dans 1 g de terre, résultat indépendant du temps 


*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1958. 
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puisqu’on est supposé avoir laissé les cultures un temps infini 
i l’étuve. L’un des avantages de cette méthode est justement de 
pouvoir obtenir en vingt jours seulement la valeur de Nm,, corres- 
pondant a un temps pratiquement infini d’étuve. 

En outre, la précision de Nm,, est trés bonne puisqu’elle est 
déterminée par une interpolation portant sur 8 points. Cet aspect 
Statistique sera discuté dans la note suivante. 

En résumé, la courbe d’interpolation obtenue est caractérisée 
par trois facteurs : 

1° Le fait que c’est une droite pour des terres se trouvant dans 
cerlaines conditions ; 

2° La valeur de Nm,, qui permet de caleuler le nombre de 
germes par gramme de terre ; 

3° La pente qui n’est pas quelconque par rapport a la terre. 

Nous allons essayer, 4 l'aide de ces données, de dégager la 
signification biologique de ce mode de numeration. a 


A. — Rapport DE LA COURBE D INTERPOLATION 
AVEC LA MICROFLORE. 


La forme de la courbe d interpolation traduit la relation qui 
existe entre la flore et son temps de latence, ou plus exacltement 
le temps mis par chaque tube de culture pour présenter un trouble 
décelable. Pour un tube donné, ce temps est done la somme du 
temps de latence et du temps mis par les germes pour s’accroitre 
jusqu’a présenter un trouble visible. Le temps de réponse de 
chaque tube interfére done avee le taux de croissance du germe 
dominant dans le tube considéré. 

Nous avons constaté au biophotométre enregistreur que le taux 
de croissance des germes dominant 4 chaque dilution est d’autant 
plus petit que la dilution est plus poussée. Par exemple, en 
employant l’extrait de terre comme milieu de culture, nous avons 
trouvé Jes taux de croissance suivants : 


2,25 pour les tubes ensemencés a la dilution 10—* : 
1,80 pour les tubes ensemencés a la dilution 10 : 
0,66 pour les tubes ensemencés & la dilution 10—° ; 
0,25 pour les tubes ensemencés a !a dilution 10—7 ; 
0,08 pour les tubes ensemencés 4 la dilution 10—*. 


o- 


Comme le temps de latence s’allonge également beaucoup avec 
les dilutions, nous pensons que la courbe d’interpolation cinétique 
est voisine de la courbe de latence réelle. 


I. CAs GENERAL : LA COURBE D'INTERPOLATION EST UNE DROITE. — 
Dans beaucoup de cas la courbe d’interpolation est linéaire : 
nous préeiserons plus loin dans quelles conditions. 
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Cette droite d’interpolation montre qu’il existe une relation de 
nature hyperbolique entre la dilution atteinte et le temps mis par 
les germes dominants de cette dilution pour se manifester, c’est- 
a-dire pratiquement leur temps de latence. 


a) Signification des interpolations linéaires. — Pour recher- 
cher la signification de la droite d’interpolation, nous avons isolé 
trois souches a partir des tubes d’une numération cinétique faite 
sur une terre de jardin : l’une & temps de latence court (quia 


4 
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d’ailleurs un taux de croissance élevé : 2,2), une autre a temps 
de latence moyen (et a taux de croissance faible - 0,6) et une 
lroisiéme souche (qui a un taux de croissance tres faible. + 9,1). 
Nous avons cultivé ces souches sur un milieu liquide a V’extrait 
de terre et nous avons effectué avec chacune d’elles des numé- 
rations cinétiques. Dans tous les cas nous navons pas obtenu 
de droite. Les courbes trouvées s’élévent d’abord tres rapidement 
puis s’horizontalisent en peu de temps (fig. 1). Ce résultat resie 
toujours le méme, quelle que soit la maniére dont sont cultivées 
les souches. C’est ainsi que nous avons essayé de voir ‘si des 
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ff 


cultures mises sur terre stérile puis conservées un mois, six mois 
et un an au laboratoire ne donnaient pas dans ces conditions plus 
écologiques des courbes de numération cinétique qui seraient des 
droites. I] n’en fut rien et, a la dilution limite pres, les courbes 
availent toujours la méme forme en « potence a 


angle arrondi ». 
Seule la dilution limite atteinte diminuait avec le temps. 


Nous pensons done que la droite dinterpolation obtenue avec 
la flore tellurique est la tangente commune aux courbes qui 
seraient données par chacune des espéces qui sont contenues dans 
l’échantillon de terre si elles étaient seules A se manifester. 
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b) Reconstitution artificielle de la droite d’interpolation. — On 


peut dailleurs reproduire le phénoméne artificiellement en mélan- 
geant convenablement les souches précédentes. Il suffit de prendre, 
par exemple, 10° germes a temps de latence court (trois jours), 
5.10° germes a temps de latence moyen (sept jours) et 10’ germes 
4 temps de latence long (quinze jours) et d’effectuer sur ce mélange 
une numération cinélique ; on obtient une courbe linéaire repré- 
sentée par la figure 2. ; 

Ces quanlités de germes sont mesurées par la densité optique 
des cultures, elles-mémes étalonnées par numération sur milieu 
liquide a l’extrait de terre. 
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Sj le nombre des espéces est pelit et qu’on effectue l’expérience 
ci-dessus avec de gros écarts quantitatifs entre espéces, on obtient 
une courbe en «marches d’escalier » ; ce qui montre que lors- 
qu’on.a une pente forte sans tendance 4 avoir des marches d’esca- 
lier, le nombre des espéces en mélange est grand. 


En conclusion, nous pensons que la pente de la droite d’inter- 
polation traduit : 


1° La diversité des espéces : nombreuses pour les pentes fortes ; 


2° La différence de nombre entre les espéces : d’autant plus 
grande que la pente est plus forte ; 


3° Une relation quantitative entre ces espéces : les quantités de 
germes composant chaque espéce sont entre elles dans un rapport 
inverse au temps de latence des germes constituant ces espéces. 


II. ‘LINARITE ET NON-LINEARITE DE LA COURBE D INTERPOLATION. 
— I) nous faut maintenant préciser les conditions dans lesquelles 
la courbe d’interpolation est une droite ou ne lest pas. 


a) Résultats expérimentaur. — L’expérience empirique montre 
que : 

1° La quasi-totalité des terres conservées pendant un mois au 
laboratoire 4 taux d’humidité constant, au voisinage de la demi- 
saturation et sans végétation, donne des courbes d’interpolation 
qui sont des droites de pente variable avec la nature de la terre. 

2° Beaucoup de terres en place donnent également des courbes 
d’interpolation linéaires. 

8° Il existe un certain nombre de cas ot la courbe d’interpo- 
lation n’est plus linéaire. Ce cas se rencontre aprés une pluie 
succédant & une période de sécheresse, ou encore au cours de ta 
croissance rapide de plantes ; certaines terres dégradées donnent 
également une courbe non linéaire et nous espérons pouvoir pré- 
ciser ce point dans l’avenir. 


b) Essais d’interprétation. — La quasi-totalité des terres corres- 
pondant aux exceptions ci-dessus (sauf peut-¢tre pour les terres 
dégradées), mises au repos au laboratoire, redonnent des courbes 
d’interpolation linéaires. Cette conslatation nous a conduit A 
penser que la linéarité de Vinterpolation correspondait a un 
cquilibre biologique particulier aux terres placées dans ces 
conditions. 

Une terre mise au repos au laboratoire vit sur ses réserves 
et sa flore s’équilibre en fonction de la nature, de la quantité et 
de la vitesse de consommation de ses réserves organiques. Ces 
substances sont toujours, dans la terre, lentement métabolisables. 
| équilibre atteint par la mise au repos est done celui corres- 
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pondant aux substances énergéliques & consommation lente. Si 
nous constatons que dans ces conditions les courbes de numéra- 
lion cinétique sont des droites, nous nous sommes demandé ce 
quelles devenaient sous l’action d’un effet zymogéne quelconque. 
Nous avons créé dans un mull neutre de jardin un effet zymo- 
géne non spécifique en lui ajoutant 1 p. 100 de glucose, et nous 
avons effectué des numeérations cinétiques a des intervalles de 
temps différents (de zéro & deux mois). Nous avons constaté que 
effet zymogéne maximum se placait vers le dixiéme jour. 
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Bicwes: 


Au début de l’expérience, c’est-a-dire au temps zéro, la courbe 
de numération cinétique est linéaire. Au bout de dix jours la 
courbe n’est plus linéaire : Veffet zymogéne l’a déformée (voir 
fig. 3). La courbe obtenue monte d’abord rapidement puis a partir 
du sixiéme jour elle reste en plateau. Ce sont done les germes 
i temps de latence court qui ont «été stimulés et non l’ensemble 
de Ja population. Par contre, aprés trente jours, les courbes de 
numération cinétique redeviennent linéaires. 

De toute évidence l’addition de glucose a provoqué la multipli- 
cation rapide de certains germes (les plus zymogénes pour le 
glucose) avec un maximum d’effet vers le dixiéme jour, puis cet 
effet a régressé et au bout d’un mois l|’équilibre antérieur a été 
sensiblement reconstitué. 


Annales de UInstitut Pasteur, 95, n®* 5, 1958. 
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c) Conclusions et conséquences. — De ces constatations nous 
tirons les conclusions suivantes : 


1° Que tout effet zymogéne, d’ot qu’il provienne, addition de 
substance énergétique queleonque, provoque dans Ja terre un 
remaniement rapide de I’équilibre microbiologique, par stimula- 
tion des germes A taux de croissance rapide, et les courbes 
(interpolation de la numération cinétique ne sont plus des droites. 


2° Que lorsque les remaniements microbiologiques sont lents 
ou stabilisés, les courbes d’interpolation de Ja numération ciné- 
lique sont des droites. 

Ceci nous explique pourquoi les terres mises au repos au 
laboratoire, comme il a été dit ci-dessus, donnent des droites et 
c’est pourquoi nous avons choisi ce mode de conservation pour 
étudier les courbes d’interpolation de la numération cinétique. 

C’est pourquoi également une terre de pelouse non conservée 
au laboratoire nous a également donné des droites a la numéra- 
lion cinétique : en effet, dans ce cas, la croissance trés réguliére 
du gazon permet un apport d’exsudats radicellaires trés constant 
dans le temps, et l’ensemble de la flore a le temps de créer un 
equilibre stable. 

En somme, la linéarité des droites d’interpolation témoigne de 
Vexistence dans la terre d’un équilibre stable et leur non-linéarité 
témoigne d’un équilibre en remaniement plus ou moins rapide. 


B. — Rapport AVEC LE TYPE DE TERRE. 


Les terres que nous avons testées par la méthode de numération 
cinétique nous ont donné les pentes suivantes (aprés repos d’au 
moins un mois au laboratoire) : 


1° Groupe des rendzines. 


a) Rendzine grise: p = 3,02. 
b) Rendzine brune de Charente : p = 2,73. 


c) Rendzine brune partiellement lessivée se rapprochant des 
sols bruns : p = 4,59. 


2° Groupe des mull et sols bruns. 


a) Terre de jardin voisine des mull: p = 5,17. 


b) Terre de jardin sableuse de la région de Fontainebleau : 


Die Wee 


c) Terre de grande culture de Seine-et-Oise : p = 3,45. 
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Groupe des terres acides. 
a) Sol brun acide: p = 1,95. 


Db) mor: p = 0,55. 


Ao 


Groupe des terreaux. 
a) Terreau artificiel : p = 4,40. 


b) Terreau naturel (feuille et paille) : p = 4,42. 


Nous pouvons grouper toutes ces terres au moins en deux 
groupes : les terres a pente faible (inférieure a 2) qui ont un 
humus acide, et les autres A pente supérieure a 2 qui ont un 
humus neutre ou légérement alcalin. Nous pouvons done dire que 
plus humus est doux plus la pente est forte, et que, plus l’humus 
est acide méme en grande quantité, plus la pente est faible. 

D’aprés tout ce que nous venons de voir nous pensons que : 

1° Dans humus doux, c’est-a-dire les terres donnant de fortes 
pentes a Ja numération cinétique, on a: 

a) Un grand nombre d’espéces ; 

b) Une forte différence numérique entre espéces ; 

c) De plus nous avons pu constater, au microscope, qu'il exist 


de grandes différences de taille entre les germes (les plus petits 
élant les plus nombreux). 


@ 


2° Dans humus brut, c’est-a-dire les terres donnant des pentes 
faibles a la numeration cinétique, on a: 

a) Un moins grand nombre d’espéces ; 

b) peu de différence numérique entre espéces ; 

c) De plus, au microscope, nous avons constaté peu de dilfé- 
rence de taille entre germes. 


C. — ESSAI D INTERPRETATION GENERALE. 


Un effet zymogéne modifie le début de la courbe d’interpolation 
cinétique (fig. 3), en augmentant beaucoup le nombre des germes 
a temps de latence petit. Or, nous avons vu (début de cette note) 
que ces germes sont aussi ceux qui ont un taux de croissance 
élevé et un temps de latence coirt ; ce sont eux qui sont stimulés 
dans un effet zymogéne ; en outre, ce sont eux qui primitivement 
sont les moins nombreux. L’effet zymogeéene tend a les faire 
devenir les plus nombreux, d’out la déformation de la courbe. 
Quand la terre est mise au repos, la cause de l’effet zymogéne 
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nétant plus maintenue, les germes qui avaient été stimulés 
regressent. 

La flore autochtone est plus stable, puisqu’elle s’alimente aux 
reserves organiques lentement métabolisables de la terre (en part- 
culier humus). Il est donc logique que ces germes sorent a taux 
de croissance faible (nous avons également remarqué qu'il s’agis- 
sait souvent de petits germes). Lorsque Ja terre est au repos ce 
seront forcément eux qui seront les plus nombreux puisqu'is 
s’alimentent directement A la source d’énergie. 

C’est pourquoi, lorsque nous mettons la terre au repos pendant 
au moins un mois au laboratoire, les germes a fort taux de crois- 
sance et A temps de latence court (germes zymogeénes) régressent 
et les germes autochtones demeurent. 

Plus Vhumus est actif (humus doux) et plus sa composition 
chimique et sa structure physique sont complexes, plus les germes 
s’alimentant aux réserves organiques du sol sont nombreux et 
variés, les autres utilisant leur produit de métabolisme : ce qui 
explique |’équilibre particulier pris par une terre au repos. La 
droite d’interpolation cinétique obtenue aprés conservation au 
laboratoire représente done ce type d’équilibre qui est principa- 
lement celui de la flore autochtone dont la composition, la variété 
et l’activité dépendent de la nature et de la diversité des réserves 
organiques du sol. 

La droite d’interpolation cinétique nous renseigne a la fois sur 
V’équilibre de la flore autochtone et sur Ja matiére organique du 
sol. 

En somme, nous retrouvons la les notions maintenant clas- 
siques depuis les travaux de Winogradsky [2], sur la flore zymo- 
géne et la flore autochtone. mais d’une maniere quantitative bien 
plus précise. 


D. — Cr OUE TRADUIT I. EXTRAPOLATION. 


Nous avons proposé, dans la méthode dite de numération ciné- 
tique, de calculer le nombre de germes totaux d’une terre, a 
aide de la valeur trouvée pour Nm,, correspondant au point 
(abscisse 0, c’est-a-dire un temps infini. Cette extrapolation un 
peu abstraite, si elle a l’avantage d’affranchir la numération du 
temps, pourrait avoir l’inconvénient de ne pas correspondre A la 
réalité biologique objective. Si en principe c’est vrai, il faut 
remarquer que la valeur calculable de Nm,, pour un temps trés 
long, par exemple deux mois (certains tubes, nous l’avons cons- 
taté, peuvent devenir positifs au bout de ce temps), est trés peu 
différente de la valeur trouvée pour un temps infini. En effet, si 
inverse de Vinfini est 0. linverse de soixante jours est 0,0106, 
cest-d-dire un point qui est sur les abscisses trés prés de 0. La 
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difference entre les deux valeurs ainsi trouvées de Nm,, est trés 
inférieure aux erreurs d’expérience. I] nous a done paru commode 
de prendre pour Je caicul la valeur de Nm,, pour t = . 


RESUME ET CONCLUSION. 


L’équilibre microbiologique d'une terre n’est jamais queleonque. 
i est tel qu'un certain nombre de relations quantitatives peuveat 
etre trouvées : 

1° Ce sont les espéces dont les individus sont les plus nombreux 
qui ont le temps de latence le plus long, le taux de croissance le 
plus faible et généralement les germes les plus petits. 

2° La répartition quantitative des espéces est telle que les quan- 
tités de germes qui les composent sont entre elles comme les 
inverses de leur temps de latence, lorsque les variations quanti- 
tatives de leur équilibre sont faibles. 

3° Cette répartition quantitative est trés perturbée lorsque les 
variations quantitatives de leur équilibre est rapide. Dans ce cas 
ce sont les germes a temps de latence court et a taux de crois- 
sance fort qui dominent. Ceci se rencontre dans tous les effets 
zymogenes rapides : addition de substances énergétiques, effet 
rhizosphére prononcé. 

4° Toutes ces relations sont aisément mises en évidence par 
la méthode dite de « numération cinétique » grace a la forme de 
la courbe d’interpolation : 

a) Lorsque cette courbe est une droite on peut dire qu’on a 
affaire & un équilibre stable ou stabilisé ; que plus la pente de 
cette droite est forte, plus le degré d’activité de Vhumus est 
srand et plus les différences quantitatives entre espéces sont 
clevées ; que le nombre des germes a temps de latence trés long 
ef a taux de croissance trés petit est donné par l’extrapolation de 
la droite. 

b) Lorsqu’on n’a pas une droite on peut dire qu’on a affaire 
aun équilibre en évolution rapide ; que le maximum de la courbe 
donne le nombre et le temps de lalence des germes ayant eit 
effet zymogéne le plus prononcé. Dans ce cas il n’est plus 
possible de conclure sur Vactivité de Vhumus autrement qu’en 
conservant cette terre au laboratoire un ou deux mois et en 
recommencant la numération cinétique, de maniére a avoir une 
courbe d’interpolation qui soit une droite. 

5° Nous émettons l’hypothése qu] peut exister des terres en 
équilibre stable ne donnant pas une courbe de numération cinétique 
linéaire. Ce fait serait Je résultat d’anomalies propres a ces terres, 
par exemple des terres trés dégradées. Nous espérons pouvoir 
préciser ce point. 


614 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


SUMMARY 


BIoLoGICAL COUNTING OF TELLURIC GERMS. 
A NEW METHOD OF EVALUATION : GINETIC COUNTING. 
Il. — INTERPRETATION. 


The microbiological equilibrium of a soil is never a haphasard 
one : a certain number of quantitative relationships can be found : 


1. The most prolific species show the longest latency, the 
lowest growth ratio and generally the smallest individuals. 


The quantitative distribution of different species is such that 
as ‘numbers of their germs are inversely proportional to their 
latency, when the quantitative variations of their equilibrium are 
small. 


3. This quantitative distribution is much disturbed when the 
quantitative variations of their equilibrium are rapid. In this 
case, the germs possessing a short latency and a high growth 
rate are predominant. This is the case in all rapid zymogen 
effects : addition of energetic substances, marked rhizosphere 
effect. 


All these relationships are easily evidenced by means of the 
« cinetic counting method » and the interpolation curve : 


a) When this curve is a straight line: a) the equilibrium is 
stable or stabilized; the greater the slope of this straight line, 
the greater the activity of the humus and the more numerous the 
quantitative differences between species ; Bp) the number of germs 
having a very latent period and a very low growth ratio is given 
by extrapolation of the straight line. 


b) When the curve is not a straight line, the equilibrium is in 
rapid evolution; the maximum of the curve represents the 
number and the latency of the germs which have had the most 
marked zymogen effect. In this case, a conclusion on the humus 
activity is only possible if this humus is kept at the laboratory 
during one to two months, after which period a second cinetic 
counting is effectuated, in order to obtain a straight interpola- 
tion line. 
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ETUDE DE L’ACTIVATION 
ET DE L’INCORPORATION DES ACIDES AMINES 
PAR DES FRACTIONS ENZYMATIQUES D’E. COLI 


par B. NISMAN et Marie-Louise HIRSCH (*) 


(avec la collaboration technique de Anne-Marie BERNARD). 


(Laboratoire d’Enzymologie Microbienne, 
Service du Staphylocoque, Institut Pasteur, Garches) 


Dans un travail précédent [4, 2, 3] nous avons montré que les 
lysats obtenus par agitation a froid et par choc osmotique des 
protoplastes dE. coli, activent chacun des 18 acides aminés 
naturels 2, 3] et incorporent dans les protéines tous les acides 
aminés radioactifs essayés. Les systemes enzymatiques impliqués 
dans ces réactions étant sédimentables a vitesse relativement 
basse et peu susceptibles d’élre fractionnés, nous avons dt 
recourir a la lyse en présence de digitonine, qui permet une solu- 
bilisation plus compléte des complexes enzymatiques, tout en 
respectant une certaine activité enzymatique résiduelle. On sail, 
d’aprés Lehninger [4], que la digitonine a faible concentration 
permet la solubilisation du systéme mitochondrial hépatique sans 
abolir la phosphorylation oxydative. Dans le cas des protoplastes 
d’E. coli obtenus sous l’action de la pénicilline [5] Veffet de la 
digitonine se manifeste par une solubilisation rapide des lysats 
sédimentables, consécutive & une dépolymérisation de la mem- 
brane cellulaire en fragments plus ou moins grands. 

L’objet essentiel de ce mémoire est étude de l’activation et de 
Vincorporation des acides aminés dans les fractions enzymatiques 
obtenues en présence de digitonine, ainsi que la relation pouvant 
exister entre ces deux phénomnes. 

D’autre part, les résultats que nous rapportons dans ce travail 
contribuent a préciser le réle et la nature de lacide ribo- 
nucléique, essentiel pour les réactions d’incorporation des acides 
aminés (1). 


(*) Manuscrit regu le 7 juillet 1958. 

(1) Les abréviations suivantes sont utilisées dans ce travail : acide 
adénosine triphosphorique (ATP), pyrophosphate (PP), acide aminé 
(AA), acide trichloracétique (TCA), acide ribonucléique (RNA), ribo- 
nucléase (RNase), tampon trihydroxyaminométhane (TRIS), acide dia- 
minopimélique (DAP). 
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METHODES EXPERIMENTALES 


PREPARATION DES FRACTIONS ENZYMATIQUES D’E. coli. — La preé- 
paration des protoplastes d’E. coli W 14-85 (K12) a été effectuée 
comme indiqué dans notre travail antérieur: (3). 

Les protoplastes, aprés centrifugation, sont lavés avec la solu- 
tion de sucrose 18 p. 100 décrite dans le mémoire précédent [8). 
Ils sont ensuite transférés dans l’eau et agités en présence de 
digitonine 0,2 p. 100 et de SO4Mg 10-*M pendant des temps 
indiqués sur les tableaux expérimentaux. Les lysats obtenus en 
présence de digitonine sont centrifugés dans la centrifugeuse 
« International » a 380 000 g et a — 2° C. Le surnageant est soit 
précipité par un volume d’éthanol & -— 20°C, soit précipité a 
pH 4 par l’acide acétique, soit centrifugé directement dans l’ultra- 
centrifugeuse Spinco (préparative) a 105 000 g pendant des temps 
indiquée sur le tableau expérimental correspondant. Les préci- 
pités respectifs obtenus a partir du surnageant 30000 g sont 
dissous dans du tampon TRIS, 0,02 M; pH 7,2. 

La fraction qui sédimente a faible vitesse, que nous avons 
recueillie 4 30060 g et que nous appellerons sédiment 30 000 g, 
est initialement lavée plusieurs fois avec de l’eau bidistillée froide, 
puis lavée avec la solution de sucrose 9 p. 100 [3], enfin remise 
en suspension dans la solution de sucrose 9 p. 100 et centrifigée 
a 0° C dans une centrifugeuse horizontale 4 2500 tours/minute, 
pendant vingt a vingt-cinq minutes. Seul le surnageant de cette 
fraction a été utilisé dans nos expériences. 

Les surnageants de la centrifugation a 105000 g pendant 
soixante ou cent vingt minutes sont précipités par un volume 
d’éthanol 4 — 20° © et, aprés lavage du précipité a l’eau bidis- 
tillée, dissous dans du tampon TRIS, pH 7,2, 0,02 M. 

Le sédiment de la centrifugation & 105 000 g pendant soixante 
ou cent vingt minutes est également dissous, aprés lavage a l’eau 
dans du tampon TRIS, pH 7,2, 0,02 M. 


Nt | 


Propuits utitises ; Les acides aminés ulilisés dans ce travail 
sont 

La DL-valine 1 “C, activité spécifique 2,3 mC/mM ; 

La glycine 2 “C, activité spécifique 3.5 mC/mM ; 

La Di-phénylalanine 3 “C, activité spécifique 3,5 mC/mM ; 

La DL-méthionine *S, activité spécifique 30,30 mC/mM. 

Certaines de nos expériences d’incorporation ont été effectuées 
avec un mélange de valine, glycine, et phénylalanine radioactives 
dont les concentrations respectives sont indiquées dans les 
tableaux correspondants. 

Les L acides aminés ®C sont des produits « CFP grade » de 
la California Biochemical Foundation. 
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L’acide adénosine triphosphorique (ATP) est un produit Pabst. 

Les « acides ribonucléiques » ont été obtenus par chauffage 
a 70-80° C pendant cinq minutes des différentes fractions non- 
sédimentables indiquées sur les tableaux respectifs : les précipités 
protéiques formés sont éliminés par centrifugation et seuls les 
surnageants sont utilisés. 

Le mélange de tous les acides aminés utilisés dans ce travail 
(solution équilibée) a été constitué comme indiqué dans le 
mémoire précédent [38]. 

Le pyrophosphate *PP a été préparé a partir de phosphore 
radioacif “P par fusion alcaline pendant soixante minutes a 
400° C. Le produit obtenu par Ja fusion a été séparé sur colonne 
de Dowex I-Cl 200-400 mesh. 

Le norite ayant servi 4 l’adsorption spécifique de ATP a été 
lavé quatre a cing fois avee de l’eau bidistillée par centrifugation. 
L’élution du norite est faite avec une solution de NH,OH, 
10 p. 100, éthanol 50 p. 100. 


TECHNIQUES UTILISEES : La réaction d’échange ®PP-ATP a été 
suivie par la technique de Berg {6}. Les concentrations d’enzyme 
utilisées pour la réaction d’échange entre le *PP et ATP ont 
été choisies de telle manicre que les déterminations soient effec- 
tuées dans les conditions ot la vitesse de la réaction d’échange 
est proportionnelle au temps d’incubation et a la concentration 
de lextrait. Dans les mémes condilions expérimentales nous 
r’avons pas constaté d’échange entre le phosphate *’P et VATP. 

L’incorporation des acides aminés a été suivie par la technique 
décrite dans le mémoire précédent [3] : la radioactivité a été 
mesurée a Jlaide d’un compteur de Geiger CEA 399 213. 
type 13 A 7. 

Les protéines ont été dosées d’aprés Lowry et coll. [7]. 

L’acide ribonucléique a été dosé d’aprés la méthode de Me}- 
baum (81. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 


Par rupture des protoplastes d’E. coli W 14-85, en présence 
de digitonine (0,02 p. 100) et de SO,Mg 10—°M, on obtient, aprés 
centrifugation & 30000 g, deux fractions enzymatiques 

a) Une fraction sédimentable a 30 000 g ; 

b) Une fraction non-sédimentable a 30000 g. 

L’ultracentrifugation a 105 000 g de cette derniére fraction per- 
met, en outre, d’isoler deux nouvelles subfractions enzymatiques : 

c) Une fraction sédimentable a 105 000 g ; 

d) Une fraction non-sédimentable a 105 000 g. 


618 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Nous exposerons successivement dans ce travail l’activation et 
l’'incorporation des acides aminés dans ces différentes fractions. 
Enfin nous étudierons l’activation des analogues des AA et la 
compétition qui existe entre certains AA pour la réaction 
d’échange. 


I, — PrRopRIETES ENZYMATIQUES DES DEUX FRACTIONS ISOLEES 
PAR CENTRIFUGATION A 30 000 g. 


ACTIVATION DES ACIDES AMINES PAR LA FRACTION SEDIMENTABLE A 
30 000 g. — L’activation des acides aminés par ATP, découverte 
par Hoagland [9, 40], est une réaction catalysée par des enzymes 
qui se trouvent dans le surnageant des cellules du foie et dans 
plusieurs microorganismes [44, 3, 2]. Ces enzymes catalysent en 
présence de L-amino-acide et d’ATP, une réaction qui aboutit a 
un intermédiaire hypothétique 1’ « AMP-AA » (dérivé adénylique 
de l’amino-acide) et que lon peut mesurer d’une maniére indi- 
recte par les procédés suivants 

a) En présence d’un grand excés d’hydroxylamine, il y a for- 
mation d’un acide hydroxamique et libération simultanée du grou- 
pement pyrophosphate de l’ATP. 

b)En présence d’un certain type d’acide ribonucléique de faible 
poids moléculaire (RNAs), on constate que |’acide aminé se fixe 
a cet acide ribonucléique {42, 43). 

c) En présence de PP, d’acide aminé et d’ATP, on constate 
que le pyrophosphate terminal de l’ATP s’échange avec le pyro- 
phosphate radio-actif. 

C’est cette derniére réaction, dénommée « réaction d’échange », 
que nous avons utilisée pour mesurer l’activation des acides 
aminés ; 

L-AA + ATP <> «AA AMP» + PP 


‘La mesure de l’activation des acides aminés par la fraction 
sédimentable & 30000 g montre que l’activité est trés faible ou 
nulle avec les acides aminés suivants : glutamate, glutamine, gly- 
cine phénylalanine, alanine, proline, histidine, aspartate, aspar- 
gine, sérine et thréonine. La capacité d’activation envers les 
autres amino-acides, exprimée sur une base d’unité de protéine, 
est en général nettement plus faible dans la fraction sédimentable 
que dans la fraction non-sédimentable et varie avec la nature des 
acides aminés et le temps de contact des protoplastes avec la 
digitonine (tableau I, exp. I et II). 


ACTIVATION DES ACIDES AMINES PAR LA FRACTION NON-SEDIMENTABLE 
A 30 000 g. — Le tableau II indique que la fraction non-sédimen- 
table posséde tous les enzymes nécessaires a J’activation des 
acides aminés et des deux amides, l’asparagine et la glutamine. 


ACTIVATION DES ACIDES AMINES 619 


Tasteau I. — Activation des acides aminés par la fraction non 


sédimentable et par la fraction sédimentable A 30 000 g. 


I-acides aminés 


de pp? “incorvorées dans 1'ATP 
5 binutes par mg de protéine 


“=xpérience I ans Expérience II 


Sraction non: Fraction _ :Praction non:Fraction 
: sédimentable: Sédimentablesédimentable:sédimep$ 

Glutamate x IC : e : 
Glutamine 5 : . 5 a : oS 
Arginine iS I “ © 12] > 20 
Glycine 10 : 9) 2I se 
Alanine E 290 5 fo} 47 : 3a 
Fhénylalanine a I : o) I05 : 5, 
Cystéine < 143 : 51 363 “ 0 
Proline - 5e€ : C I00 37 
Asparagine - US : Q 163 5 107 
Acide méso DAP a 45 : (6) _ : = 
lysine A 2366) : 136 465 SSS 
Histidine : TEC 43 326 : 270 

spartate 4 He (¢) : 163 : Sif 
Thré Sonine 3 areal) 5G : 26€ : 145 
Sérine ic 146 : 5T : 226 : 57 
Isoleucine : Sik : 153 : 084 : 262 
Leucine : 641 : 875 e 310 pe2 
Tyrosine : 344 : 245 : DT : 425 
Valine : 50+ : Siow! : 888 : 480 
Tryptophane : NOM : 565 : SD) eR Sis 
Méthionine : IC44 ISI : 936 Bae! 


Chaque tube expérimental contient, dans un volume de 1] ml, les constituants 
indiqués dans le tableau IJ. Les concentrations sont celles indiquées dans le 
tableau HI. *PP: activité spécifique, 30000 CM/pmol pour l’expérience I et 
20 000 CM/umol pour l’expérience II. Pour Vexpérience I la lyse des protoplastes 
a €lé effecutée, en présence de digitonine, par agitation pendant quarante-cing 
minutes et pendant cing minutes pour l’expérience II. Les autres conditions 
expérimentales sont identiques A celles indiquées sur le tableau II. 


L’intensité de l’échange entre *PP et PATP, exprimé sur la 
base d’unité pondérale de protéine, est considérable et va en ordre 
croissant pour les acides aminés suivants : cystéine, aspartate, 
asparagine, sérine, thréonine, lysine, histidine, leucine, isoleucine, 
valine, tyrosine, tryptophane, méthionine. La réaction d’échange 
est plus faible avec l’alanine, la phénylalanine, la proline, l’argi- 
nine, la glycine, le clutamate et la glutamine ; mais méme pour 
des acides aminés comme le clutamate, la elycine, Varginine et 
la glutamine, elle représente encore deux fois l’activité de hase. 

La réaction d’activation a été étudiée en fonction de la concen- 
tration de l’enzyme, avec trois amino-acides différents : la valine, 
la méthionine et le tryptophane. Dans les trois cas, la réaction 
est linéaire pour des concentrations comprises entre 33 et 133 ug 
de protéine enzymatique (fig. I). 

Il est intéressant de noter que l’asparagine est mieux activée 
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Tarreau J. — Activation des acides aminés par la fraction non 
sédimentable a 30000 g. 


Acide aming $ mumol pp incorporées dans 1'ATP 
; en 15 min/mg de protéine 


‘sxpérience I : Sxpdrience LI 


L- zlutamate : e & q 
L-glutamine - 2€ 3 EC 
xlycine : I2 ; 2 
L-arginine 3 103 R 22C 
L-phénylalanine : 53 c ae, 
L-alanine i 5D . II4 
L-proline y e4 : 338 
L-sérine 5 162 B 472 
Léthréonine L352 : 480 
L-aspartate “ 93 f= 338 
L-asparagine ; 219 % 500 
L-histidine 2E7 B 6CC 
L-cystéine 2 2&4 2 79 
L-lysine F 212 R 1466 
I-leucine z 485 - 695 
L-isoleucine a 774 : 13C0 
L-tyrosine 597 E 1550 
L-valine 2 LESS = 2008 
L-méthionine S EOCO = 2100 
L-tryptophane : 1746 = 3€50 


s|oe ee 


Chaque tube expérimental contient dans un volume de |] ml les constituants 
suivants : 2 umol de L-acide aminé, 2 mol de “PP (ayant une activité spécifique 
de 8 160 CM/umol pour l’expérience I et de 16 400 CM/umol pour l’expérience IT), 
2 pmol dATP, 100 «mol de tampon TRIS pH 8; 10 yumol de FK, 5 pmol de 
SO,Mg et environ 100 yg de protéine enzymatique de la fraction non sédimen- 
table obtenue par précipitation avec 1 volume d’éthanol & — 20°C. Température 
dincubation : 30°:C. Les chiffres sont corrigés par déduction de la valeur du 
témoin sans acide aminé. 


: Fig. 4 
3 
PP incorpore dans ATP en fonction 


ce la concentration en enzyme 
1500 L-tryptopha- 
4 ne 
L-méthionne 


L-valine 


2 
PP incorpore dans (ATP en 15™ 


Concentration en enzyme sw gr. de protéine. 
33 66 99 132 


Fic. 1. — Les constituants et les conditions expérimentales sont identiques 4 ceux 
du tablean II. PP: activité spécifique, 8 500 CM/umol. 
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que l’acide aspartique, alors que les activités observées avec. le 
glutamate et la glutamine semblent étre du méme ordre. 

Cette fraction enzymatique catalyse aussi l’échange entre PP 
et ATP en présence de l’acide méso-diaminopimélique, mais 
non en presence de l’isomére L de l’acide diaminopimélique 
lactivité enregistrée avec le premier représente 10 p. 100 de celle 
observee avec la lysine (tableau I). 


ACTIVATION DES ACIDES AMINES PAR LES DEUX FRACTIONS OBTENUES 
A 105 000 g. — L’ultracentrifugation 4 105 000 g du systéme non- 
sédimentable dans les conditions précédentes, nous a permis 
d’obtenir un sédiment et un surnageant ayant des propriétés 
quelque peu différentes. 


Tasreau II]. — Activation des acides aminés par les fractions 
obtenues par ultracentrifugation 42 105000 g. 


mumo 1 de PP?“incorporées en I5 minutes dans 1'ATP 
par mg de protéine 


Expérience I 


F 5 
Fraction sédi-+Fraction non sé@Fraction sédi- [Fraction non | 
mentable apré$dimentable apré$mentable aprés ;sédimentabdle | 
60 minutes de?60 minutes de ‘120 minutes de ‘apres 120 
centrifugation centrifugation: centrifugation;minutes de 

& 105.000 g : 4 105.000 g Ae ey BHO AGING, 1 *centrifugat ion 


Fs sa 105.000 g 

es : | 
@lutamate | (6) I05 24 ‘ C 
Glutamine C 61 24 C \ 
Glycine Cc IOI 25 @ | 
Arginine Cc | I6C 67 C 
Proline C | 205 T25 LIG } 
Phénylalenine 3 | 1306 5 616 j 
Alanine 6 | 206 64 620 
Sérine 5 815 7G 4IC 
Thréonine 5 361 64 256 | 
Aspartate ae ole 50 O4 
Asparagine 47 231 I50- 290 
Cystéine ie) 662 50 Sire 
Fistidine 56 25@ I3C Il 
Lysine 60 235 DDS) 445 
Leucine 3 §34 ni ee 345 | 
Isoleucine ies TACs 245 I106 
Valine “108 nes iis) 310 674 
Tyrosine 94 eS 255 939 


Tryptophane | 149 1224 57C 1300 | 


Chaque tube expérimental contient, dans un volume de 1] ml, les constituants 
indiqués dans le tableau JI. Les concentrations sont celles indiquées dans le 
tableau I. #PP: activité spécifique, 56000 CM/umol pour l’expérience I et 
7) 000 CM/pmol pour Vexpérience II]. La fraction non sédimentable 4 30000 g 
ayant servi pour ce fractionnement a été préparée par lyse des protoplastes en 
présence de digitonine pendant quarante-cing minutes. Les fractions enzymatiques 
contiennent environ 100 yg de protéine. Les autres conditions expérimentales 
sont identiques A celles indiquées dans le tableau IT. 
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La teneur de ces deux fractions en constituants essentiels tels 
que protéine et acide ribonucléique, est indiquée dans le 
tableau IV. Aprés soixante minutes d’ultracentrifugation, 90 p. 100 
de l’acide ribonucléique est sédimenté, cette quantité n’augmen- 
tant plus si lon prolonge Vultracentrifugation. 

Les rapports RNA/protéine dans la fraction sédimentable a 
105 000 g varient entre 0,7 et I. 


Tasceau IV. — Teneur relative en RNA et protéine des diverses 
fractions obtenues par centrifugation a 105000 g. 


Préparation enzymatiyue : RNs/ml de : M5 de pro-: 
:préparation:téine par :; RNA/proté- 
renzymatiuvuesnl de préoa: ine. 


sen mg. Sion enzys 
A saatigue. 
Praction sédimeatable 4 : : 
DOROOO Si Netarereisrereietsleterele fs 6,707 Ks 2505) 2 SOs 
Praction non-sédimenta— 
bale als SOR OOM E excueuatens : 2,30 8 = 0,35 


Fraction sédimentable 
apres 60 minutes de 
centrifugation a 


HOSE OOO eS eens 2 eaere 2 Res Poway 


Fraction sédimentable 

apres 120 minutes de 

centrifugation a ; : : 

TOS OOO Mee ele ist eeusterere ole : AL : 4,5 : = 303 


+) Fraction non-sédimenta- 
ble apres 60 minutes de: 
centrifugation a 3 


ORAL SF aoooco} Mooco 6 0,856 : 9,5 : = 0,09 
+)Praction acn-sédinenta- : ; ; 


ble apres 120 swinutes 
de centrifugation a 
105.000 


o 


+) Surnageant précipité par un volume d’alcoo] 4 — 20°C et dissous dans le 
tampon TRIS pH 7,2, 0,02 M. 


La distribution des enzymes d’activation dans le sédiment et le 
surnageant, varie avec le temps de centrifugation ; le tableau III 
montre qu’aprés soixante minutes d’ultracentrifugation, la capa- 
cité d’activer les acides aminés est beaucoup plus faible dans le 
sédiment que dans le surnageant. Aprés cent vingt minutes l’acti- 
vité du sédiment s’accroit d’une maniére considérable et elle 
atteint pour certains amino-acides 25 a 50 p. 100 de l’activité du 
surnageant. 

Notons de plus, qu’aprés soixante minutes d’ultracentrifugation 
seul le surnageant posséde l’activité de catalyser l’échange entre 
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@PPxevl ATP en présence des substrats suivants : glutamate, glu- 
tamine, glycine, arginine, proline, phénylalanine, alanine, sérine, 
thréonine et cystéine. Apres cent vingt minutes de centrifugation, 
certains de ces enzymes passent du surnageant dans le sédiment 
(tableau III). 


II. — INcoRPORATION DES ACIDES AMINES. 


Deux types d’incorporation ont été mis en évidence dans les 
divers systémes étudiés (12, 13, 14, 3} 

I. Incorporation extractible par l’acide trichloracétique ou per- 
chlorique a chaud ; 

II. Incorporation non extractible par ces acides a chaud. 

L’incorporation de type I correspond a une fixation de l’acide 
aminé radio-actif sur une molécule d’acide ribonucléique de faible 
poids moléculaire (RNAs). La fixation de la radio-activité sur fe 
RNA a été observée par Hoagland [42] dans le systéme d’incor- 
poration des acides aminés du foie, par Ofengand, Bergmann et 
Berg [43] dans un systéme d’E. coli, et par un de nous sur un 
systéme dérivé des protoplastes d’E. coli (B. Nisman, résultats 
non pubhés). 

L’incorporation dans le RNAs peut étre schématisée ainsi 

1° L— AA-+' ATP <> « AA— AMP » + PP; 

2° « AA AMP » + RNA —> « RNA AA ». 

D’aprés Ofengand et coll. [13] incorporation dans RNAs serait 
proportionnelle a la quantité de RNAs présent dans le systéme 
et indépendante de la présence des autres acides aminés. 

La nature de la haison acide aminé-RNA ainsi que le sort du 
groupement AMP est encore trés obscure. 

We incorporation de type H, correspond a une synthése de pro- 
téines qui serait la conséquence, soit d’un transfert de l’acide 
aminé (fixé sur le RNAs) sur le mécanisme synthétisant la molé- 
cule de protéine, soit de la polymérisation de « RNAs—AA » en 
protéine + RNA. Les deux fractions enzymatiques incorporent 
les acides aminés radio-actifs et la radio-activité peut étre mise 
en évidence sous les deux types mentionnés plus haut. Les 
tableaux V, VI, VII, VIII et IX montrent que les deux types 
d’incorporation effectués par la fraction sédimentable et la frac- 
tion insédimentable a 30000 g dépendent de la présence d’ATP, 
des ions Mg++ et Mn++, de tous les acides aminés et de 

RNA ». Il faut remarquer que Vincorporation de type II est 
trois A quatre fois plus forte dans le sédiment que dans le sur- 
nageant par unité pondérale de protéine ou RNA (tableau V). 


INCORPORATION DES ACIDES AMINES DANS LA FRACTION INSEDIMEN- 
TaBLE. — L’incorporation type II des acides aminés dans cette 
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Tasteaw V. — Incorporation des acides aminés par les fractions 
obtenues par centrifugation a2 30000 g. 


‘ # eee we a, 
zsRadioactivité sRadioactivité :Radioactivit3 :Temps 
sextractible son-extracti- :totale. 3d "in= 

Additions spar le TCA :ble par le TCA: cude 
: LULLe 


:chaud. :chaud. 


: Cli/mge 
sde prot: 


£ 


3 sde prot:sde RNA! 
A : 3 B Soe is eS 


SEDI? 30.000 | : pipe. g ; 2 
eens addition : 1200 3600 +: 1800 5400 : 3000 9000 : 40 
: 3000 g600 » 2k 5300 3 5100 T5300 7 90 

: 2700 5700 : 2400 y600 : 5100° 15300 ew 

+ RNA mixte 3 2450 T7200 2 3500 yYOU o SfOO: TPO A 40 
‘chauffé : 5400 T6200 295400 “16200 ;10800 “52400 3.500 


2 @800' 25400 4 S700 T7HOO <12500" 40500" se29 


AGSANT 30.000 

S addition : 500 I500 : 950 2850 ;: 1450 ASSO» i 40 
Be fste) 2250 3 050 1950 : 1400 4200 : 80 

800 2400 : 750 2ou0 | 2 £550 656.5 F206 


+ RNA aixte : I100 5500. im E500 3900 3 2400 7500: 40 
chauffé. ¢. 1250 SPO! 1) L500 3900 : 2550 [O50 eo 
: aK y 3 5G50 , 2 


Chaque tube expérimental contient dans un volume de J] ml les constituants 
suivants : 33 myumol de L-méthionine 3°S activité spécifique 15,15 mC/mM, 0,1 ml 
du mélange de tous Jes acides aminés (solution équilibrée), contenant 408 mmol 
de L-méthionine, 5 umol dATP, 1 wmol de Mg++, 5 pmol de Mn++, 25 pmol 
de tampon TRIS pH 7,2 et les autres constituants indiqués sur le tableau. 
Sédiment, 30000 g (0,200 mg de protéine, 0,067 mg de RNA). Surnageant, 
30.000 g (1,200 mg de protéine, 0,400 mg de RNA). RNA « mixte » chauffé 
(0,126 mg). + Les deux fractions ont été cbtenues par agitation des protoplastes 
avec de la digitonine, pendant cinq minutes. +) Obtenue par précipitation avec 
de l’acide acétique 4 pH 4. 


fraction enzymatique s’accroit en fonction du temps pendant les 
quatre-vingt premiéres minutes et atteint un plateau (tableau V). 

L’addition a cette fraction enzymatique, du surnageant de la 
fraction homologue dénaturée par chauffage pendant cing minutes 
a 75°C (RNA mixte), stimule deux a trois fois l’incorporation 
[type I et II] (tableau V). 

Les acides aminés ont un effet extremement critique sur ces 
2 types d’incorporation : les résultats contenus dans le tableau VI 
montrent que omission du mélange de tous les acides aminés se 
traduit par une incorporation négligeable de la méthionine *S. 
La nécessité de la présence de tous les acides aminés, méme pour 
incorporation de type I, semble indiquer, que la formation du 
complexe « RNA—AA » ou la polymerisation ultérieure de ce 
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dernier, ne peuvent s’effectuer que si tous les acides aminés sont 
présents. L’incorporation II est optimale lorsque l’ATP, les ions 


Mg+'+ et Mn+:+ et « RNA » sont présents simultanément 
(tableau VI). 


Tasteau VI. — Facteurs essentiels & Jl incorporation des acides 
aminés par la fraction non sédimentable 4 30000 g +). 


: Radioactivi-: Radioactivi-: RadioactivitdsTemps : 


: te extracti-* té non-extrac totale. sd'in-3: 
Additions. 3 ble par le 4% tible par lle; scuba: 
3; TCA chaud. : TCA chaud. ;, tition. : 
3s) 8 e116 Leleice e800) t\niero elias G76) se) elaliersieiéie).ssa) eels see) sie sen mn- 
ou/ ul dtincu-: CM/ml d'inew: CN/ml d'inow: : 
sree: a : bat. : bat. ss : 
: I = er : 
Systeme complet 480 : 1260 : RE : 40 : 
+ ATP + "RNA nin I200 3 1560 5 2760 : 80 
te". : : a ? 
Systeme complet : 190 3 150: STO: =a 40) 4 
sans AA complé-: 190 3 270 : 460 Fe s}0)! i 
mentaires. : 3 ; : 
Syst&me complet : I140 : 420 : 1560 : 40 
sans ions Mg++ : 600 720 : 1320 3 0) 5 
et iint++. : 3 : 3 H 
Systeme complet : 540 : 1020 : 1560 : 40: 
sans ATP. 3 660 : 1020 : 1680 J BO 
Syst&me complet : 840 : 480 : 1320 3 ON: 
sans "RNA mixte*: 600 3 780 : Ig80 5 fo) 1 
: : : 3 H 
Systéme complet: 830 : 840 : 1680 : 40 
sans ATP et : 780 3 900 2 1680 : 80 


sans "RNA mixtd’t 


Mémes conditions expérimentales que dans le tableau VY. +) Fraction obtenue 
par précipitation &4 pH 4 avec de l’acide acétique. 


INCORPORATION DES ACIDES AMINES DANS LA FRACTION SEDIMEN- 
TABLE. — Nous avons étudié l’incorporation (I et Il) de la méthio- 
nine *S, et de la valine, de la glycine et de la phénylalanine uti- 
lisées simultanément. Les tableaux VII, VIII et IX étudient les 
besoins en facteurs essentiels pour l’incorporation des acides 
aminés (types I et II) dans la fraction sédimentable. 

Le tableau VII montre que Vincorporation dans cette fraction 
enzymatique dépend de la présence des ions Mg++ et Mn+i+ 
et du mélange des acides aminés (exp. I). Le rapport de la 
concentration entre les ions Mg+i+ et Mn++ semble avoir un 
effet intéressant sur ]’incorporation de type I et de type Il. En 
effet, on peut voir qu’en absence des ions Mn++, la radio- 
activité non extractible (type II) n’augmente pas en fonction du 
temps, alors que l’accroissement de la concentration en ions 
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Tasrrav VII. — Réle des acides aminés et des ions dans l’incorpo- 
ration dans le sédiment 30000 g. 


EXPERIENCE I 
: Radiodétivi-: Radioactivi-: Radioactivi-:Temps 
: tévextracti-: té non-extrac té totale. :d'in- 
Additions. s ble par le =: table par We: scuba— 
: PCA chaud. 3 TCA ehaud. tion. 


Sew meee meer eee sere srese es ssee Seeeeeeeseeess ON MM 


CM/mg de prot CM/mz de vrot CM/mg de vrot 


Systéme complet 


Sans le mélange 
d'acides aminés 


Sans les ions Mg 


Systéme + 2 pmol 
de Mn++ 


Systeme + 5 ol 
_de Mn+* e 


Chaque tube expérimental contient dans an yolume de 1 ml les constituants 
suivants : 100 mymol de L-valine 1#C activité spécifique 1,15 mC/mM, 200 myumol 
de glycine 24C activilé spécifique 3,5 mC/mM, 100 mymol de L-phénylalanine 
SUC activité spécifique 1,75 mC/mM, 0,1 mt du mélange de tous les acides 
aminés (solution équilibrée), 5 pmol dATP, 25 umol de tampon TRIS pH 7,2, 
1 pmol de SO,Mg++, 4 umol de Mn++ (Cl2 Mn) dans lVexpérience I ct les 
quantités “indiquées sur le tableau dans l’expérience IJ. Température d’incubation : 
30°C. Le sédiment 30000 g utilisé contient: 200 wg de protéine et 70 ug de 
RNA dans l’expérience I ; 640 ug de protéine et 210 yg de RNA dans l’expérience II. 


Mn++ par rapport aux ions Mg++ entraine une augmentation 
appréciable des 2 types d’incorporation (exp. II). Lorsque les 
acides aminés et les ions Mg++ et Mn+ 4 sont présents, l’addi- 
tion de PATP stimule 4 4 5 fois Pincorporation de type II dans 
cette fraction (tableau VIII). 

Puisque, méme en présence de tous les facteurs énumérés ci- 
dessus activité enzymatique d’incorporation se ralentit fortement 
ou méme s/arréte aprés quatre-vingt minutes environ (tableaux V, 
et IX), nous avons cherché a rétablir celte activité par Vaddi- 
tion au sédiment 30 000 g, des divers systémes obtenus au cours 
des frachonnements. Les expériences résumées dans les tableaux 
VUI et IX montrent que les différentes fractions du surnageant 
30 000g ont toutes un effet stimulant sur incorporation. Cette 
stimulation persiste méme apres dénaturation par chauffage et 
élimination subséquente des protéines de ces fractions, que nous 
appellerons « RNA ». 
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L’examen des résultats exposés dans le tableau VIII montre 
que l’effet le plus marqué sur l’incorporation type II, s’observe 
en présence de « RNA mixte ». Cependant, si l’on compare les 


TABLEAU VIII. — Facteurs essentiels 4 lincorporation des acides 
aminés par la fraction sédimentable A 30000 g. 


Additions nxadioactivité Radioactivité Temps 
extractible par non-extractible d'incu- 
le ICA chaud. pur le TCA chaud.}| bation 
Chi/mg de prot. M/meg de prot. en minu 

tes. 

iD ce) 40 

5300 300 80 

125 400 I20 

+ ATP B15 450 40 
225 1350 80 

515 1950 I20 

+ ATP + RNA"mixte” 750 Di 40 
chauffé, 1425 es 80 
a 6075 I20 

sans ATP + RNA"mixte” 15 600 40 
cheuffé. 75 975 80 


+ ATP + RNA"mixte" 
chauffé + chloramphé 
nicol. 


+ ATP + gurnageant 
120'min. a-105.000 


+ ATP + surnageant 
120 min, 4 [05,000 g 


a 
chauffé ( RNAs ). 


+ ATP + sédiment [eo 
min. 2 105.000 g. 


chauf 


Chaque tube expérimental contient dans un volume de 1 ml les constituants 
suivants . 200 myM de glycine 2#4C activité spécifique 3,5 mC/mM, 100 muM de 
L-valine 14C activité spécifique 1,15 mC/mM, 100 myM de L-phénylalanine 3!4C 
activité spécifique 1,75 mC/mM, 0,1 ml du mélange de tous les acides aminés 
‘solution équilibrée) contenant 300 myM de glycine, 220 myM de valine et 130 muM 
de phénylalanine, 5 uM dATP, 1 uM de SO,Mg, 5 uM de MnCl, et 25 4M de 
tampon TRIS pH 7,2. Sédiment 30000 g: 200 pg de protéine, 67 pg de RNA ; 
RNA mixte chauffé: 126 ug de RNA; Surnageant 120 min, 105 000 g: 600 pg 
de protéine, 28 ug de RNA; Surnageant 120 min, 105000 g chauffé: 30 pg de 
RNA; Sédiment 120 min, 105000 g: 450 wg de protéine, 470 pg de RNA; 
Chloramphénicol : 40 ug. Température d’incubation : 30° C. 
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Tanrrav IX. — Facteurs essentiels 4 l’incorporation des acides aminés 
par la fraction sédimentable a2 30000 g (incorporation de la 
méthionine). 


: Radloactivite :Temps 
:'non-extracti- : totale. :d'incu 


Additions. : ble par le PCA: sbation 
senatrdys 2 ;en mn 
Beielin 51S oleiwiie (si o\reveiel i's) ai(elleieieleoleunld) ole ekahous 
:CM/ml d'incubat:CM/ml d'incubat: 
Sans addition : 360 : 900 : 40 
420 ; 960 : 80 
420 4 460 2 220 
" RNA mixte * 1020 : 2040 : 40 
$ 1800 5 2280 Geko) 
1800 5 3180 2 £26 
Fraction non-sédiments- : 1020 : 1620 : 40 
ble.a 350.000 g g 1020 : 2700 ashe) 
a ae : 960 5 1920 2: £20 
Surnageant I05.000 g (Rus) : 780 ‘ II40 ; 40 
: 900 : 2166 HP net) 
960 : 1560 3) £20 


Surnageant 105.000 g : 2040 : 2880 240 
+ fraction non-sédimen- : 1800 : 2760 : 80 


table A 30.000 g : 1800 : 3120 7 EEO 


+"RNA mixte" 3660 5 tye) 
1980 5 3540 220 


Surnageant 105.000 g : 1440 : 2400 : 40 


Mémes conditions expérimentales que dans le tableau V. « RNA mixte » = frac- 
tion non sédimentable inactivée par chauffage a 80°C pendant cinq minutes. Le 
surnageant 105000 g utilisé contient: 5,7 wg de RNA, 120 ug de protéine. 


stimulations de Vincorporation observées en fonction des quan- 
tités de « RNA » mises en jeu, on constate que le surnageant 
105 000 g (RNAs) exerce la plus forte stimulation. 

La stimulation de l’incorporation par le sédiment est plus 
faible que celles obtenues avec les deux fractions mentionnées. 
‘Le chlorampkénicol inhibe l’incorporation II (tableau VIII). 


INCORPORATION DES ACIDES AMINES PAR LES DEUX FRACTIONS DE 
L’UTRACENTRIFUGATION. — Les deux fractions obtenues par ultra- 
centrifugation incorporent les acides aminés. 

L’incorporation par le surnageant 105 000 g semble atteindre 
son maximum aprés quarante minutes d’incubation, puis elle 
décroit progressivement en fonction du temps; cependant, toute 
la radio-activité incorporée apparait comme essentiellement extrac- 
tible par le TCA chaud (tableau X). 
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Tasteau X. — Incorporation des acides aminés par les fractions 
préparées par ultracentrifugation A 105000 g. 


Fraction enzymatique fRadioactivité }Radioactivité Radioactivité Temps da! 
utilisée kextractible non extractible totale incubation 
Rpar le TCA? parle TCA & 
chaud chaud- 
CM/mg de RNA — CM/mg de RNA CM/mg de RNA } minutes 


! 40 
Surnageant 120 minutes] 80 
& 105.000 g 120 
Sédiment I20 minutes 40 
a 105.0C0.g 80 
120 
Sédiment I20 minutes 40 
a 10 oe & 80 
I20 

Sushageen® I20 minutes 

& 105.6CC g 
Sédiment 120 minutes 27 40 
a I05.C0CC g Isc &0 
sans ATP Spe 120 
J 

Sédiment 120 minutes 315 40 
& I05.CCO g 294 80 
+ ATP 495 120 


Chaque tube expérimental contient, dans un volume de 1 ml, les constituants 
indiqués dans le tableau VII. Les concentrations sont celles indiquées dans le 
fableau VIII, sauf pour Mn++ : 5 pmol. Température d’incubation : 30° C. Les 
fractions enzymatiques sont celles indiquées sur le tableau. Dans l’expérience I, 
le surnageant 120 min. & 105000 g contient 142 png de RNA et 1250 wg de pro- 
léine ; le sédiment 120 min. & 105000 g contient 384 wg de RNA et 320 pe de 
protéine. Dans l’expérience H, le sédiment 120 min. &@ 105000 g contient 470 pg 
de RNA ect 450 wg de protéine, 


A Vinverse du surnageant, le sédiment 105 000 g incorpore 
tous les acides aminés sous les deux formes [ et II. Les résultats 
résumés dans le tableau X montrent que les radio-activités I et If 
s’accroissent en fonction du temps en présence du sédiment 
105 000 g. Il est surprenant que ce sédiment, qui ne posséde que 
de V’acide ribonucléique de poids moléculaire élevé, puisse A Jui 
seul incorporer les acides aminés. Une stimulation appréciable 
est 4 noter en présence d’ATP. 


L’addition du surnageant au sédiment 105 000 g n’accroit pas 
Vincorporation II (tableau X), 
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Ill. — AcTIvATION DES ANALOGUES DES ACIDES AMINES. 


Sharon et coll. [24] avec des enzymes isolés du pancréas, ainsi 
que Demoss et Novelli [44] avec un extrait d’E. coli, ont observe 
Vactivation de certains analogues d’acides aminés. Plusieurs ana- 
logues de la L-valine, de Ja L-leucine, de la L-méthionine, de la 
L-phénylalanine et du L-tryptophane, ont été testés pour leurs 
propriétés de catalyser la réaction d’échange entre ATP et *?PP 
en présence de la fraction non sédimentable a 30 000 g. 


Tasreau XI. — Activation des analogues structuraux des acides 
aminés par la fraction non sédimentable 42 30000 g. 


32 

Substrats mpmol PP incorporées dans 
L'ATP en I5 min. par mg de 

protéine. 


== 


L-valine 2008 

D-valine 0 

DL=-norvaline 1666 

Acide DL@NH2 8 chlorobutyriyue 1365 
provenant de l'allotnréonine. 

Acide DL& NH2-8-chlorobutyriyue 206 


provenant de la thréonine. 
Acide DLehydrazino-isovalérianique 
Acide DL&NH2-méthyl-isovaléria- 
nique 


L-phénylalanine 
D-phénylalanine 
DL-parafluorophénylalanine 


L-leucine 
D-leucine 


L-lysine 
Acide L-diaminopiméliqgue 
Acide méso-diaminopimélique 


L-tryptophane 
5-DL-méthyltryptophane 


L-méthionine 
D-méthionine 
DL-sélénométhionine 
DL-éthionine 
DL-norleucine 


Chaque tube expérimental contient dans un volume de 1 ml les constituants 
suivants : 2 ymol de L- ou D-amino-acide et 4 pmol dans le cas des DL-amino- 
acides, 2 umol de #PP ayant une activité spécifique de 16 300 CM/nmol. Les 
autres constituants sont 4 la méme concentration que celle indiquée dans le 


tableau II. Mémes conditions expérimentales que pour le tableau II. 
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Les résultats indiqués dans le tableau XI montrent que, dans 
le cas des analogues de la valine, seuls lacide DL-o-amino-f- 
chloro-butyrique provenant de l’allothréonine et la DL-norvaline 
sont activés de facon appréciable par rapport A la valine (plus 
de 80 p. 100), alors que les autres substrats testés sont tres peu 
ou pas du tout activés. 

La parafluorophénylalanine, analogue qui est incorporé par 
fF. coli {45] est aussi activé par les enzymes de la fraction non 
sédimentable a 30000 g. Le taux d’activation de cet analogue 
représente 10 p. 100 de celui de la phénylalanine. 

L’activation de la séléno-méthionine, analogue de la méthio- 
nine, a donné des résultats extrémement intéressants ; ce corps 
a été décrit par Cowie et Cohen [46] comme pouvant remplacer 
parfaitement la méthionine dans les protéines d’E. coli. Les 
résultats rapportés dans le tableau XI montrent que la séléno- 
méthionine est aussi bien activée sinon mieux que la méthionine. 

Notons aussi que la DL-éthionine, qui peut remplacer la 
méthionine dans diverses protéines [47], est activée, il est vrai, 
plus faiblement que la méthionine. Enfin, la DL-norleucine cata- 
lyse 20 p. 100 de V’échange observé avec Ja méthionine. 

Le 5-méthyl-tryptophane, analogue du tryptophane, et inhibiteur 
puissant de la croissance bactérienne |44], ne manifeste aucune 
activité. 

Les D-amino-acides ne sont pas activés (tableau NI). 


Errrer DE LA RIBONUCLEASE (RNase) SUR L’ACTIVATION DES ACIDES 
AMINES. — Afin de vérifier le réle de liacide ribonucléique (RNA) 
dans les réactions d’échange, nous avons soumis la fraction, non 
sédimentable a l’action de la RNAse ; les résultats du tableau XII 


Tasrvau XII. — Effet de la RNase sur l’activation des acides aminés 
par la fraction non sédimentable a 30000 g. 


L-acide aminé : ol PP“incorporées dans 1'ATP 
en 15 minutes, par mg de protéine 


avec RNase 


sans RNase 


ee eles 


Asparagine ; 141 I25. 
6ystéine TT a 8I 
Lysine : 420 412. 
Thréonine : I71 169 
Histidine : 208 202 
Leucine 4 700 135 
Tryptophane 783 Tile 
Méthionine 5 1S 691 


OH 08 00 oe oe oe oe 


Chaque tube expérimental contient les constituants indiqués au tableau II, aux 

mémes concentrations. Activité spécifique du 32PP : 67500 CM/umol. La fraction 

enzymatique non-sédimentable & 30000 g a été préalablement incubée avec 30 pg 

de RNase par millilitre d’enzyme pendant trente minutes pour Vexpérience aved 
(RNase. Mémes conditions expérimentales que pour le tableau II. 
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indiquent qu’il n’y a pas de différence quantitative en ce qui 
concerne l’activation, entre la préparation enzymatique traitce el 
celle non traitée par la RNase. 


CoMPETITION ENTRE CERTAINS ACIDES AMINES POUR LA REACTION 
D’ACTIVATION. — Plusieurs souches d’E. coli K12 laissent appa- 
raitre un anlagonisme entre certains amino-acides, qui se traduit 
par une inhibition assez marquée de la croissance. L’antagonisme 
en croissance entre la valine et la leucine ou Jisoleucine a été 
étudié par Tatum [48], Hirsch et Cohen [49] et Cohen [20]. 

Nous avons réussi a mettre en évidence l’existence d’une 
compétition entre plusieurs acides aminés pour la réaction d’acti- 
vation. 

Le cas analysé se rapporte a l'étude de l’activation de la valine, 
de la leucine et de Visoleucine dans les conditions suivantes : 

1° L-valine + D-valine, L-valine + L-leucine, L-valine + L-iso- 
leucine 
ainsi que l’activation de la valine en présence d’acides aminés 
ne présentant aucune similitude de structure : 

2° L-valine + L-tryptophane, L-valine + L-méthionine. 


Tasteau XIII. — Compétition entre la valine, l'isoleucine et la leucine 
pour la réaction d’activation par la fraction non sédimentable 
a 30000 g. 


3 32 = 
Acides aminés. : mpmol PP incorporées en I5 minu— 
: tes dans 1L'ATP par mg. de protéine. 


: trouvé ex—:calculé par: 
: périmenta-:sommation. :inhibition % 
: lement. oe : 


I) 

L-valine 
D-valine 
L-leucine 
L-isoleucine 


L-valine+D-—valine 
L-valine+L-—leucine 
L-valine+L-isoleucine 


i) 
L-valine a 
L-tryotophane : : 
L-méthionine : . : 
L-valine+L-tryptophane 2198 : 2377 g <10 
L-valine+L-méthionine 5 2409 2 2477 . ) 

3 3 ( 


Chaque tube expérimental contient dans un volume de 1 ml les constituants 

‘suivants : 2 ymol de L- ou D-amino-acide et 4 wmol dans le cas de deux substrats 

(2 pmol de chacun), 2 mol de 2PP ayant l’activité spécifique de 31 000 em/ymol. 

Les autres constituants sont 4 la méme concentration que celle indiquée dans 
le tableau II. Mémes conditions expérimentales que pour le tableau II. 
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Les résultats montrent (tableau XIII) que dans le cas I l’acti- 
vation mesurée est inférieure de 30 a 40 p. 100 a la somme des 
activations individuelles. Dans le cas ott les acides n’ont aucune 
analogie de structure (cas II), l’activation mesurée en présence 
des deux acides aminés (valine + tryptophane ou valine + méthio- 
nine) est sensiblement égale a la somme des activations indivi- 
duelles. Les compétitions pour l’activation, mises en évidence ici, 
pourraient servir de base a une explication des inhibitions de la 
croissance décrites auparavant. 


DISCUSSION 


Les résulfats que nous avons obtenus dans ce travail contri- 
buent a éclaircir les relations qui existent entre l’activation des 
acides aminés et leur incorporation. 

1° Par lyse osmotique des protoplastes, on obtient un matériel 
qui sédimente a faible vitesse et qui contient tous les enzymes 
d’activation ainsi que le systeme qui incorpore les acides aminés. 
En agissant sur ce matériel, la digitonine brise la structure 
initiale du systeme et le solubilise. La plus grosse partie de 
Pactivité enzymatique impliquée dans la réaction d’échange 
devient alors insédimentable a 30000 g. Cette derniére fraction, 
bien qu’ayant conservé tous les enzymes diactivation et une 
quantité de RNA sédimentable et insédimentable, a cependant 
perdu le pouvoir d’incorporer linéairement les acides aminés. 
Notons toutefois que ce systéme est largement supérieur, au 
point de vue intensité d’incorporation, aux autres systemes 
comparables décrits dans la littérature [44]. C’est avec cette 
fraction enzymatique que nous avons réussi a démontrer la 
compétition qui existe entre certains amino-acides et qui se tra- 
duit par l’inhibition de la réaction d’activation, pouvant expliquer 
Vantagonisme qui existe entre ces acides aminés et qui entraine 
inhibition de la croissance. 

De méme ce surnageant active tous les analogues des acides 
aminés qui sont incorporés, et dans cet ordre d’idées, il est inté- 
ressant de noter le strict parallélisme qui ressort de lactivation 
et de l’incorporation de la séléno-méthionine. Cet analogue est 
aussi bien incorporé que la méthionine par les suspensions 
d’E. coli [46], et dans nos expériences, il est également aussi bien 
sinon mieux activé que le substrat naturel. 

Le résidu sédimentable provenant de l’action de la digitonine 
a une teneur plus faible en enzymes activant les acides aminés 
par unité pondérale de protéine, que la fraction insédimentable. 
Cette plus faible teneur d’une part, et les imprécisions de la 
méthode de dosage d’autre part, pourraient laisser conclure 
a absence de certains enzymes d’activation de cette fraction ; il 
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est encore prématuré de conclure dans ce sens. Cependant, ce 
résidu suplémenté par les co-facteurs essentiels & son activité : 
acides aminés, ions, ATP et RNA, devient capable d’incorporer 
presque linéairement les acides aminés. Le RNA, qui stimule 
activité du résidu sédimentable, peut indifféremment étre de 
faible ou de fort poids moléculaire. 

2° Le systeme non sédimentable & 30000 g, soumis au frac- 
tionnement par lultracentrifugation, se scinde en deux consti- 
tuants majeurs quelque peu semblables dans leur pouvoir d’incor- 
porer et d’activer les acides aminés. On peut se demander si le 
fait de retrouver dans ces deux constitutants majeurs du systéme 
tous les enzymes d’activation ne serait pas la conséquence de 
action de la digitonine sur la structure particulaire originelle. 

Le parallélisme des besoins essentiels, qui ressort de |’étude 
de Vincorporation des acides aminés avec les diverses fractions 
étudiées, renforcerait davantage l’hypothése de lidentité de la 
nature de ces systemes enzymatiques, différents uniquement par 
leur degré de polymérisation dans la structure. 


RESUME 


Les auteurs ont obtenu par traitement des protoplastes d’E. coli 
par la digitonine, deux fractions principales séparables par cen- 
trifugation 4 30000 g: 

a) Une fraction sédimentable : fraction I. 

b) Une fraction non sédimentable : fraction II. 

Chacun des 18 acides aminés naturels, l’acide méso-diamino- 
pimélique, ainsi que les deux amides, la glutamine et l’aspara- 
gine, sont aclivés par cette fraction II. 

La fraction I ne posséde pas au méme degré que la fraction II 
la capacité d’activer les acides aminés ; de plus certains enzymes 
presents normalement dans la fraction II semblent étre absents 
de cette fraction. 

Les deux fractions supplémentées par ?ATP, les ions Mg+ + 
et Mn++, le mélange de tous les acides aminés et l’acide ribo- 
nucléique de la méme bactérie incorporent tous les amino-acides 
radioactils essayés. 

‘Le fractionnement de If par Vultracentrifugation aboutit a la 
scission du sysiéme en deux subfractions : 

a) Une fraction sédimentable & 105 000 g : fraction III ; 

b) Une fraction non sédimentable 4 105 000 g : fraction IV. 

Les fractions III et IV activent et incorporent tous les acides 
aminés ; mais alors que la fraction III incorpore les acides 
aminés sous Jes deux formes extractibles et non extractibles par 
le TCA chaud, la fraction IV incorpore les acides aminés uni- 
quement sous la forme TCA extractible. 
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SUMMARY 


It is possible to solubilize systems which activate amino-acids 
and incorporate them into high molecular weight materials. By 
disruption of the protoplasts of E£. coli in presence of digitonin, 
the authors have obtained two main fractions which were sepa- 
rated by centrifugation at 30000 g : 

1. A sedimentable fraction I; 

2. An unsedimentable fraction IT. 

Each of the 18 natural amino-acids, meso-DAP and_ both 
amides glutamine and asparagine are activated by fraction II. 

Fraction I also activates the amino-acids, but to a_ lesser 
degree : furthermore, some of the activating enzymes that are 
normally found in fraction II seem to be lacking in I. 

Both fractions, when supplemented with ATP, Mg++ and 
Mn+'+ ions, a suitable mixture of all the amino-acids and ribo- 
nucleic acid prepared from the same bacteria, incorporate any 
of the labelled amino-acids tested. 

By ultracentrifugation of II, two subfractions can be sepa- 
rated : 

Fraction III, which sediments at 105 000 g. 

Fraction IV, which does not sediment at 105 000 g. 

Both of these two fractions activate and incorporate all the 
amino-acids, but, whereas fraction III incorporates the amino- 
acids into both TCA extractible and TCA unextractible materials, 
fraction IV is only able to incorporate the amino-acids into the 
TCA extractible one. 
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A. Lozé. — Contribution a Vétude bactériologique des pieces d’exérése 
chirurgicale pour tuberculose pulmonaire. 1 vol., 92 p., Audin, 
édit., Lyon, 1958. 


L’étude bactériologique des prélévements faits sur pieces d’exérése 
pour TBC pulmonaire est reprise par A. Lozé A propos de 297 cas 
opérés 4 la station sanatoriale de Passy. 

Venant compléter les travaux de Canetti et de l’école francaise, ce 
travail a le mérite de se rapporter A la fois & la présence ou Aa l’absence 
des bacilles dans les piéces, & leur végétabilité : fréquence des bacilles 
non cultivables, 4 leur virulence: souches de pouvoir pathogéne 
atténué, a leur sensibilité aux antibiotiques. 

Il bénéficie d’un recul de plusieurs années de chimiothérapie, et ceia 
permet d’intéressantes comparaisons. Ae, Ube 


J. Stralau, A. Habernoll et coll. — Trinkwasserversorgung, Luft- 
verunreinigung, Krankenhauswesen. 1 vol., 151 pages, 10 fig., 
Georg Thieme, édit., Stuttgart, 1958. 


Ce 8° cahier d’un ouvrage sur hygiene trailte de la purification 
des eaux de boisson, de leurs dangers et, en particulier, de la conta- 
mination microbienne et radioactive. 

Les contaminations aériennes, leurs sources chimiques ou micro- 
biennes dans les collectivités font l’objet de plusieurs chapitres. Enfin 
Varchitecture et les installations sanitaires d’hépitaux et cliniques 
constituent la 3° partie. 

Une importante bibliographie illustre ce dernier chapitre. 

Js 


N. Stamatin. — Microbiologie Veterinara. Vol. II: Bacteriologie Spe- 
ciala. Editura Agro-Silvica De Stat Bucuresti, 1957. 

Ce livre, écrit dans une langue claire et précise (en roumain), met 
§ notre disposition une étude compléte des bactéries et de leurs nou- 
yelles classifications 4 l’aide de techniques nouvelles. Il est richement 
illustré de planches en noir et en couleurs et chaque chapitre comporte 
une bibliographie limitée aux livres d’ensemble et aux travaux du 
pays concernant le sujet. 

La haute compétence et l’expérience biologique de l’auteur font de 
ce livre un traité pouvant s’adresser aussi bien aux étudiants qu’aux 
vétérinaires-praticiens. Peas 


Les glomérulo-néphrites et leur traitement. Monographie de la Société 
de Pathologie rénale. 1 yol., 100 p., 19 fig., Masson, édit., Paris, 
1958. Prix : 600 fr. 

Cette monographie aborde un sujet particulitrement actuel et délicat. 
D’importantes recherches ont en effet modifié les conceptions jus- 
qu’alors classiques concernant ce chapitre important de la pathologie 
rénale et le volume réunit les études de plusieurs auteurs sur 
Vhistopathologie, la bactériologie de ces affections, sur leur évolution 
clinique, leur thérapeutique et leur pathogénie. lek Ale 
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Les urétrites non gonococciques. 1 vol., 102 p., 32 fig., Masson, édit., 
Paris, 1957. Prix : 1 600 fr. 


Cette monographie rassemble les rapports présentés 4 un Sympo- 
sium tenu A Monaco sous les auspices de ]’Union Internationale contre 
le Péril Vénérien et les Tréponématoses et auquel participaient les 
spécialistes mondiaux de cette question. A l’heure actuelle, l’urétrite 
due & Trichomonas vaginalis semble étre celle qui a le plus d’indivi- 
dualité ; son aspect clinique, l’épidémiologie, les divers procédés de 
diagnostic sont étudiés en détail. La difficile question des urétrites 
avec inclusions (virales ?)) est exposée, ainsi que le rédle pathogéene 
éventuel des « pleuro-pneumonia-like-organisms ». La part que les 
bactéries banales ou les éléments mycéliens peuvent occuper dans 
Vétiologie des urétrites non gonococciques parait minime. La théra- 
peutique doit souvent jumeler l’emploi des antibiotiques les plus 
récents et les anciennes techniques de traitement local. L’ouvrage se 
termine par une bibliographie sélectionnée et par une intéressante 
iconographie. Ish AL. 


D. G. James. — The diagnosis and treatment of infections. 1 vol., 
234 p., Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1958. Prix: 
30 shillings. 


De plus en plus la liaison entre clinique et laboratoire devient néces- 
saire. C’est pourquoi le présent ouvrage se propose d’offrir une vue 
d’ensemble des deux disciplines pour le plus grand bien du praticien 
el du travailleur de laboratoire. Le livre est divisé en trois parties. 
La premicre est consacrée aux agents chimiothérapiques, 4 leurs indi- 
cations, leur mode d’action et aux complications qui peuvent résulter 
de leur emploi. La seconde passe en revue les divers microorganismes 
agents des maladies infectieuses, depuis les champignons jusqu’aux 
virus. Enfin la troisiéme étudie les infections de divers organes : sys- 
téme respiratoire, nerveux, coeur, etc. ; elle comprend en outre un 
chapitre sur le traitement des infections par les corticostéroides. De 
nombreux tableaux aident A la clarté du texte. 

igh, AP 


A. F. Muller et C. M. O'Connor. — An international Symposium on 
aldosterone. 1 vol., 232 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 
1958. Prix: 40 shillings. 


Quatre ans aprés la découverte de la cristallisation de 1’aldostérone, 
ce Symposium a été réuni pour faire le point et discuter les problémes 
qui restent encore 4 résoudre. Parmi les hormones du cortex surrénal, 
Valdostérone joue un réle spécial, puisque c’est la seule qui jouisse 
dune certaine indépendance vis-i-vis de l’hypophyse et qui soit 
influencée directement par les modifications de l’équilibre de l'eau 
et des électrolytes. Son importance vitale dans Je maintien de l’homéo- 
stase lui confére un grand intérét. Des spécialistes venant de tous les 
pays, réunis 4 Genéve a l’occasion de ce Symposium, exposent tout ce 
que l’on sait actuellement de la question. 


lal OAR. 
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R. Fasquelle. — Aux frontiéres de la microbiologie médicale. Premier 
Cahier. 1 vol., 200 p., Editions médicales Flammarion, Paris, 
1058. Prix: 216505 tr. 


Ce premier cahier réunit les noms de R. Fasquelle qui, dans 1’Intro- 
duction, envisage britvement les principaux problémes de la micro- 
biologie ; H. Bénard, qui traite du controéle statistique en biologie ; 
P. Lépine, qui passe en revue les conceptions récentes du traitement 
antirabique ; P. Mollaret, qui étudie le domaine actuel des Miyaga- 
welles ; P. Barbier, les facteurs de croissance des bactéries ; D. Christol, 
les variations des bactéries, et P. Tournier, les cultures cellulaires en 
virologie. 

Ce volume est le premier fascicule d’une série de publications qui 
résumeront des cours professés 4 la Chaire de Bactériologie de la 
Faculté de Médecine. Chacun des articles qu’il contient, rédigé avec 
le plus grand soin par un spécialiste du sujet traité, représente une 
excellente mise au point de la question envisagée et comporte une 
bibliographie qui permettra éventuellement au lecteur de compléter 
sa documentation. ale alg 


Ciba Foundation Symposium. Chemistry and Biology of Mucopoly- 
saccharides. — 1 vol., 323 p., 48 fig., J. et A. Churchill, édit., 
Londres, 1958. Prix : 45 shillings. 


Dans ce Symposium, les mucopolysaccharides, corps incomplétement 
connus, ont été compris dans un sens tres large de macromolécules 
complexes d’hydrates de carbone contenant des sucres aminés (princi- 
palement glucosamine et galactosamine). 

Aprés des articles concernant la chimie, la physico-chimie et l’im- 
munochimie des mucopolysaccharides, d’autres rapports étudient cer- 
tains caractéres ou propriétés de ces corps suivant Jeur origine : tissu 
conjonctif, cartilage, lait, sang, mucus, urine, cerveau, bactéries, 
plantes, etc. De multiples problemes biologiques sont soulevés, en parti- 
culier la biosynthése, les réactions sérologiques, les fonctions physio- 
logiques des mucopolysaccharides et les phénoménes pathobogiques 
qu’ils provoquent. 

Chaque article est suivi de références bibliographiques et des dis- 
cussions soulevées & son propos par les participants. 

(Cig. Sie 


AVIS 


Le Comité de Biarritz de la Ligue Nationale Francaise contre le Cancer 
a créé un prix de 400 000 fr., qui sera remis en 1959. 

Les candidats devront adresser leurs mémoires au Président du 
Comité Scientifique de la Ligue Nationale Francaise contre le Cancer, 
6, avenue Marceau, Paris, avant le 24 décembre 1958, dernicr délai. 
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